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Introduction

Les analyses du génome humain et d’autres génomes d’eucaryotes supérieurs ont révélé
que seule une petite fraction du matériel génétique (environ 1,5%) code pour des protéines
(Lander, Linton et al. 2001; Venter, Adams et al. 2001). En effet la majorité de ’ADN génomique
est impliquée dans la régulation de I'expression des genes. Jusqu'aux années 1980, I'intérét des
biologistes s’est porté sur la régulation transcriptionnelle des génes. Récemment, un autre niveau
de régulation de l'expression des genes, impliquant de nombreux évenements post-
transcriptionnels, a été mis en évidence. Les ARNm eucaryotes, en plus de leur cadre de lecture,
contiennent des informations situées dans leurs régions non traduites, qui régissent les
différentes étapes de leur métabolisme pour permettre leur synthese protéique finale. Le controle
de ces différentes étapes post-transcriptionelles permet de générer, de maniére coordonnée, une
diversité protéique nécessaire pour répondre aux différents stress environnementaux et la
dérégulation de ces mécanismes est impliquée dans les processus de cancérogénese.

Les travaux du laboratoire s’orientent plus précisément vers 1'étude de la petite GTPase RhoB
(Ras Homolog B), un suppresseur de tumeur, dont I'expression est dérégulée dans un certain
nombre de cancers, sans que les mécanismes ne soient clairement élucidés. En effet, des études
antérieures concernant la régulation transcriptionnelle de rhoB ne permettent pas d’expliquer la
totalité des cas ou 'on observe une perte d’expression de rhoB dans les tumeurs. C’est pourquoi
nous nous sommes intéressés aux mécanismes post-transcriptionnels régulant la petite GTPase
rhoB, en utilisant comme modeéle d’étude sa régulation sous UV.

Dans une premiére partie nous présenterons quelques données bibliographiques concernant la
protéine RhoB, les mécanismes post-transcriptionnels régulant I’expression cytoplasmique des
génes et plus précisément le controle de la traduction sous UV. Nous présenterons ensuite les
premiers résultats de I’étude concernant la régulation post-transcriptionnelle de rhoB sous UV,
qui ont permis d’identifier deux facteurs post-trancriptionnels contrélant I'expression de rhoB: la
protéine de liaison aux ARNm HuR et le microRNA miR-19. Ces résultats seront discutés dans une
troisiéme partie, qui abordera également les perspectives de ce travail, qui font 'objet de mes

travaux de thése d’université.



Données bibliographiques

I. La petite GTPAse RhoB

La protéine RhoB appartient a la superfamille des GTPases monomoriques Ras. Cette superfamille
est divisée en plusieurs familles dont la famille des protéines Rho qui contient 20 membres,
répertoriés en 5 sous-familles selon des critéres d’homologies de séquences et de fonctions, parmi
lesquelles se trouve la sous-famille des protéines Rho, comprenant RhoA, RhoB et RhoC (Boureux,
Vignal et al. 2007).

Comme les autres membres de cette famille, RhoB joue un réle de commutateur moléculaire dans
la transmission des signaux intra-cellulaires, contrélant ainsi de nombreux processus biologiques.
RhoB se présente sous deux formes : une forme inactive liée au GDP et une forme active liée au
GTP, conformation dans laquelle RhoB est capable d’'interagir avec ses effecteurs pour déclencher
différentes voies de signalisation intracellulaire. Son cycle d’activation/inactivation va étre régulé
par trois types de protéines régulatrices : les GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor), les GAP
(GTPase Activating Protein) et les GDI (Guanine nucléotide Dissociating Inhibitors)(Prendergast
2001) (Figure 1). De par son role dans la transmission des signaux intracellulaires, la protéine
RhoB est impliquée dans de nombreux processus cellulaires tels que la formation des fibres de
stress d’actine, le trafic endocytaire, le contréle de la phase G1 du cycle cellulaire, la transcription,
ainsi que dans I'adhérence cellulaire et la migration.

Nous présenterons dans les paragraphes suivants la structure et les modifications post-
traductionnelles de RhoB qui pourraient étre impliquées dans les roles différentiels de RhoB,
étroitement liés a sa localisation cellulaire. Nous ne détaillerons pas I'ensemble des fonctions de
RhoB, cité précédemment, mais nous exposerons plus précisément les deux roles de RhoB qui
présentent un intérét particulier pour notre étude : I'implication de RhoB dans la réponse au
stress cellulaire, ainsi que dans l'oncogénese. Enfin, la structure du gene rhoB, ainsi que les
différentes connaissances concernant la régulation de son expression seront abordées dans le

dernier paragraphe.
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Figure 1: Cycle d’activation de la protéine RhoB. La protéine RhoB se présente sous deux formes : une
forme inactive liée au GDP (bleu) et une forme active liée au GTP (rose), qui peut alors interagir avec des
effecteurs. Ce mécanisme d’activation/inactivation est régulé par trois types de protéines (gris clair) : les
GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor) qui catalysent I'’échange du GDP en GTP, les GAP (GTPase
Activating Protein) qui stimulent I'activité GTPasique intrinséque permettant le retour a la forme inactive et
les GDI (Guanine nucléotide Dissociating Inhibitors) qui séquestrent dans le cytosol la protéine RhoB et
limitent son activation par les GEFs (d’aprés Prendergast, 2001).

I.1.Structure de la petite GTPase RhoB et ses conséquences sur sa localisation

La petite GTPase RhoB est une protéine de 196 acides aminés qui présente 85 % d’homologie au
niveau de sa séquence primaire avec RhoA et RhoC, la région la plus variable étant I'extrémité C-
terminale (Figure 2).

La moitié de sa séquence du coté N-terminal contient la majorité des acides aminés impliqués
dans la liaison et 'hydrolyse du GTP. Les acides aminés essentiels pour la fonction catalytique
sont Gly 14, Thr 19, Phe 30 et GIn 63 (Figure 2(i), rectangle bleu) et sont conservés entre les trois
isoformes des Rho. Les domaines «switch 1» et «switch2 » (Figure 2 (i), rectangle rose)
subissent un changement de conformation important selon la nature du nucléotide lié a la
protéine, permettant ainsi I'interaction avec les effecteurs. Quelques variations de séquence entre

RhoA, RhoB et RhoC sont retrouvées au niveau d'une « boucle d’insert » (Figure 2 (i), rectangle
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rouge), une hélice située entre les acides aminés 123 et 136. Cet élément de structure est
caractéristique de la famille des Rho mais n’est pas retrouvé au niveau de la séquence des
membres de la superfamille des Ras GTPase. Aucun effecteur interagissant avec cette région n’a
été identifié, pourtant la délétion de cette région influence la stabilité et le pouvoir transformant
de RhoA. C’est pourquoi il est envisagé que les différences de séquences entre les trois protéines
Rho au niveau de cette boucle d’insert permettent des interactions différentes avec des
régulateurs spécifiques de chaque isoforme.

La région C-terminale est appelée «région hypervariable », car 'essentiel des différences de
séquence primaire entre les protéines Rho est localisé au niveau de cette région de 25 acides
aminés (Figure 2 (i), rectangle gris)(Wheeler and Ridley 2004). Cette région joue un réle essentiel
dans la localisation de RhoB. RhoB subit différentes modifications post-traductionnelles, initiées
par une étape d’isoprénylation. L’isoprénylation consiste au greffage covalent d'un lipide
isoprénique insaturé, le farnesyl ou le géranylgéranyl, sur une cystéine située en position carboxy-
terminale du motif consensus CAAX (C pour cystéine, A pour acide aminé aliphatique, X acide
aminé quelconque) (Figure 2 (i), rectangle vert), localisé a I'extrémité C-terminale de la protéine.
Les trois derniers acides aminés (-AAX) subissent ensuite un remodelage protéolytique et la
cystéine terminale est méthylée. Contrairement a RhoA et RhoC qui sont uniquement
geranylgéranylées, RhoB peut étre prénylée avec un groupement farnesyl de 15 carbones ou avec
un groupement géranylgéranyl de 20 carbones (Baron, Fourcade et al. 2000). Cette différence a un
impact sur sa localisation, qui est majoritaire au niveau des endosomes tardifs et des lysosomes,
alors que RhoA et RhoC sont retrouvées dans le cytoplasme ou a la membrane plasmique
(Adamson, Paterson et al. 1992; Michaelson, Silletti et al. 2001). Mais quand RhoB est
exclusivement géranylgéranylée (Rho-GG) par un inhibiteur de farnesyltransférase ou par
mutation de son domaine C-terminal, sa localisation est alors préférentiellement vésiculaire. A
I'inverse un mutant de RhoB exclusivement farnésylé (RhoB-F) est localisé principalement au
niveau de la membrane plasmique (Wherlock, Gampel et al. 2004; Milia, Teyssier et al. 2005). La
nature de l'isoprényl de RhoB conditionne donc sa localisation et pourrait étre a I'origine des
différences fonctionnelles entre RhoB-GG et RhoB-F. Enfin RhoB peut également étre palmitoylée
(addition réversible d'un acide palmidique par thioestérification sur un résidu cystéine) au niveau
de deux résidus cystéines (Cys 189 et Cys 192). Cette modification post-traductionnelle de RhoB

va aussi influencer sa localisation et sa fonction (Wang and Sebti 2005).
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(i) Séquence CAAX

. \aux effecteuﬁrs i Région hypervariable
Switch Switch2 boucle insert
27-43 59-78
NH2 [ ]] I | B B cooH
14 19 30 63 123-136 171 192-196

I Site de liaison au GTP ou GDP
(ii)

1 maairkklvv vgdgacgktc llivfskdef pevyvptvfe nyvadievdg kqvelalwdt

61 aggedydrir plsypdtdvi Imcfsvdspd slenipekwv pevkhfcpnv piilvankkd
121 Irsdehvrte larmkgepvr tddgramavr iqaydylecs aktkegvrev fetatraalq
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Figure 2 : Schéma représentant la structure de la petite GTPase RhoB. (i) La liaison du GTP ou du GDP
(bleu) entraine des modifications de conformation, qui vont influencer la liaison des effecteurs ou des
protéines régulatrices au niveau des domaines Switch 1 et 2 (rose). Les résidus essentiels pour la liaison des
effecteurs sont indiqués en violet. La région C-terminale, constituée d’'une région appelée hypervariable
(gris) et de la séquence CAAX (vert), joue un role important pour la localisation de RhoB au niveau des
différents compartiments cellulaires. Le domaine d’ « insert » des Rho (rouge) est le motif structural qui
permet de distinguer les protéines Rho des autres petites GTPases. (ii) La séquence protéique de RhoB
humain utilisée correspond au numéro d’accession CAA 29968-1 (Gen Bank; NCBI). RhoB présente 90%
d’homologie avec RhoA et RhoC. Les nucléotides en rouge correspondent a des différences de nucléotides
entre les séquences de RhoA, RhoB et RhoC (d’apres Wennerberg, 2004 et Wheeler, 2004).

I.2.Ro6le de RhoB dans la réponse au stress cellulaire

RhoB présente des caractéristiques de génes de réponse précoce au stress. Contrairement a RhoA
et RhoC dont I'expression est constitutive, la protéine RhoB posséde une demi-vie courte (une a
deux heures), et son expression est induite par des facteurs de croissance ou des stress
génotoxiques (Jahner and Hunter 1991; Fritz, Kaina et al. 1995; Fritz and Kaina 1997).
L’'implication de RhoB dans la réponse au stress cellulaire est complexe. En effet, RhoB permet de
contrdler la balance des mécanismes de survie et de mort cellulaire, mais sa fonction est tres

dépendante du contexte cellulaire.

1.2.1. Implication de RhoB dans la réponse aux chimiotoxiques

Plusieurs études montrent que RhoB participe a une réponse cellulaire aux dommages a ’'ADN en
sensibilisant les cellules transformées a la mort cellulaire programmeée, aussi appelée apoptose,
causée par des agents alkylants ou certaines drogues cytotoxiques (Fritz and Kaina 2000; Liu,
Cerniglia et al. 2001). Les études de Liu montrent que les fibroblastes embryonnaires de souris

MEF rhoB -/- transformés par l'adénovirus E1A muté pour Ras, résistent a l'arrét du cycle

12



cellulaire en G2/M et a I'apoptose induite par la doxorubicine. Cependant, il est intéressant de
noter que, dans cette méme étude, la délétion de rhoB dans des fibroblastes primaires normaux
n’'a pas d’effet sur I'arrét du cycle cellulaire suite a des dommages a I’ADN (Liu, Cerniglia et al.
2001). Cela suggere que 'effet de RhoB dans la réponse aux dommages a ’ADN est dépendant du
contexte tumoral. L’hypothése selon laquelle RhoB sensibilise les cellules tumorales aux agents
chimiotoxiques est confortée par de récents travaux qui montrent que I'expression de RhoB est
diminuée dans des cellules de carcinome humain laryngé résistantes au cisplatine (Cimbora-
Zovko, Fritz et al.). RhoB joue également un role crucial dans la réponse apoptotique induite par
des inhibiteurs de farnesyltransférase (FTI) ou par le taxol (Du and Prendergast 1999; Liu, Du et
al. 2000; Liu and Prendergast 2000; Liu, Cerniglia et al. 2001). L’effet des FTI est corrélé a une
augmentation de la forme géranylgéranylée de RhoB et a une modification de sa localisation
cellulaire, qui est nécessaire pour I'effet apoptotique et antinéoplasique des FTI in vitro et in vivo
(Liu, Du et al. 2000). RhoB est également capable de sensibiliser les cellules NIH-3T3
transformées par H-Ras au 5-Fu (Jiang, Delarue et al. 2004).

Le role de RhoB dans la réponse au stress cellulaire peut étre expliqué en partie par son
implication dans la régulation transcriptionnelle de certains genes. En effet, les études de Fritz
montrent que RhoB inhibe I'activation de NFkB suite a un traitement par des agents alkylants
dans des fibroblastes murins, via I'inhibition de la dégradation de d'IkBa (Fritz and Kaina 2001).
Les résultats du laboratoire suggérent que seule la forme géranylgéranylée permet de bloquer
I'activation des voies de survie dépendantes d’Akt et de NFkB (Mazieres, Tillement et al. 2005).
L’ensemble de ces résultats confere a RhoB un réle significatif dans la réponse des cellules
tumorales a l'arsenal thérapeutique anticancéreux, que sont, outre les inhibiteurs de

prényltransférases, les agents génotoxiques et les poisons du fuseau.

1.2.2. Implication de RhoB dans la réponse aux UV

L’expression de rhoB est également induite par des rayonnements UV (Fritz, Kaina et al. 1995;
Canguilhem, Pradines et al. 2005; Westmark, Bartleson et al. 2005). Mais le réle de RhoB dans les
mécanismes cellulaires en réponse aux UV est I'inverse de celui qu’il exerce lors d’un traitement
chimiotoxique. Les résultats de Fritz, obtenus sur des cellules NIH-3T3 surexprimant la protéine
RhoB, lui conferent plutot un role dans la résistance a I'apoptose induite par les UV (Fritz and
Kaina 2000). Cela est confirmé par les travaux de Canguilhem qui mettent en évidence que RhoB
protege les cellules de kératinocytes humains immortalisées (HaCat) de 'apoptose déclenchée par
les UVB. La régulation de RhoB apres exposition aux UV nécessite deux étapes: une activation

précoce de la forme RhoB liée au GTP qui est indépendante de la voie de signalisation de I' EGFR,
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puis une induction plus tardive de I'expression de RhoB dépendante de la voie EGFR. Cette étude
montre également que le role protecteur de RhoB sur I'apoptose induite par les UV implique une

boucle de régulation entre EGFR, RhoB et la voie de survie Akt (Canguilhem, Pradines et al. 2005).

1.2.3. Implication de RhoB dans la réponse aux radiations ionisantes et a
I’hypoxie

Les résultats de plusieurs études concernant le role de RhoB dans I'apoptose induite par des
radiations ionisantes peuvent apparaitre contradictoires. Certaines de ces divergences peuvent
étre expliquées par l'utilisation de types cellulaires différents, ainsi que par les réles différents
attribués aux modifications post-traductionnelles de la protéine RhoB.

La premiere étude effectuée par I'équipe de Prendergast suggere 'implication de RhoB dans la
sensibilité aux irradiations ionisantes de fibroblastes embryonnaires murins transformés par
I'adénovirus EIA et par I'oncogéne H-Ras. Les fibroblastes transformés rhoB -/- sont en effet plus
résistants a 'apoptose induite par les radiations ionisantes que les cellules rhoB -/+. Ce phénotype
est réversé par la réexpression ectopique de RhoB dans les cellules rhoB -/- (Liu, Cerniglia et al.
2001). Une étude plus récente est en accord avec ce résultat et montre que 'augmentation de
I'expression de rhoB, dépendante de c-jun en réponse a des radiations ionisantes, participe a
I'apoptose induite par des rayonnements ionisants dans des cellules Jurkat (Kim, Won et al.).
Pourtant, des travaux menés au sein du laboratoire montrent que la petite GTPase RhoB est
impliquée dans la radiorésistance cellulaire induite par l'isoforme 24 kda de FGF2 dans des
cellules Hela (Ader, Toulas et al. 2002). Cet effet a été confirmé sur d’autres lignées cellulaires
telles que les NIH-3T3 et les cellules de gioblastome humain U87 (Delmas, Heliez et al. 2002; Ader,
Delmas et al. 2003; Milia, Teyssier et al. 2005). La surexpression de RhoB dans des lignées
radiosensibles induit une augmentation de la survie aprés irradiation. Cet effet implique la forme
farnésylée de RhoB et n’est pas di a la régulation des mécanismes de réparation des cassures
radio-induites de 'ADN, mais a une diminution de la mort post-mitotique via une prolongation de
I'arrét en G2/M et a I'inhibition de la sur-duplication des centrosomes (Milia, Teyssier et al. 2005).
De plus, dans un modeéle de glioblastome humain radiorésistant U87, I'inhibition de RhoB induit
une radiosensibilisation in vitro et in vivo en régulant a la fois des mécanismes de survie cellulaire,
mais aussi le micro-environnement tumoral (Ader, Delmas et al. 2003). RhoB joue un réle sur
I'angiogénese en modulant I'expression et I'activité de la métalloprotéase MMP-2 et contribue a la
réponse hypoxique des cellules tumorales en contr6lant la dégradation par le protéasome du
facteur de transcription HiF-1 (Skuli, Monferran et al. 2006). Plus récemment, les travaux du

laboratoire ont permis d’identifier une nouvelle voie contrbélant la radiorésistance des cellules
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gliales, activée a la membrane par les intégrines a3 et lap5 via la kinase régulant les intégrines

ILK et RhoB (Monferran, Skuli et al. 2008).

I.3.R6le de RhoB dans I'oncogénése

Le role exact de RhoB dans I'oncogéneése a été 1'objet de controverses. Si initialement les premiers
travaux publiés lui attribuaient un role positif sur la transformation cellulaire (Prendergast,
Khosravi-Far et al. 1995; Lebowitz, Du et al. 1997), depuis, plusieurs études s’accordent sur son
role suppresseur de tumeurs.

Le rbéle de RhoB s’est étayé avec l'étude de l'effet antitransformant des inhibiteurs de
farnésyltransférase (FTI). L’équipe de Prendergast a proposé un modele selon lequel l'effet des
FTI s’explique en partie par une diminution de la forme RhoB-F, responsable de l'effet
transformant, associée a une augmentation de la forme RhoB-GG aux propriétés anti-
transformantes. Cette modification de la balance RhoB-F/RhoB-GG serait a I'origine de I'effet des
FTI, notamment sur I'inhibition de la prolifération tumorale et sur 'apoptose observées in vivo et
in vitro (Lebowitz, Casey et al. 1997; Du and Prendergast 1999; Liu, Du et al. 2000; Zeng, Rane et
al. 2003). Des travaux menés au sein du laboratoire ont montré que I'expression d’'un mutant de
RhoB exclusivement farnésylé, potentialise la transformation cellulaire des cellules NIH-3T3
transformées par l'oncogéne H-Ras, alors que l'expression d'un mutant exclusivement
géranylgéranylé, de la méme maniere que RhoB sauvage I'inhibe (Mazieres, Tillement et al. 2005).
Cette différence d’effet entre les deux formes prénylées de RhoB n’est pas retrouvée sur des
cellules NIH-3T3 non transformées. Cependant, I'importance de la forme géranylgéranylée de
RhoB dans l'effet négatif de RhoB sur la transformation tumorale, n’est pas encore clairement
élucidée. En effet, l'expression constitutive des formes aussi bien farnésylées que
géranylgéranylées de RhoB dans différentes lignées tumorales humaines (adénocarcinome
pancréatique, pulmonaire, ostéosarcome...) réverse leur phénotype transformé, favorise
I'apoptose et ceci de maniére indépendante du statut de Ras (Chen, Sun et al. 2000; Mazieres,
Antonia et al. 2004).

En revanche, le réle négatif de RhoB sur la progression tumorale semble maintenant établi. Cette
propriété de RhoB a été corroborée par plusieurs études montrant in vivo et in vitro que la
surexpression de RhoB inhibe la croissance des tumeurs et la formation de métastases (Chen, Sun
et al. 2000; Jiang, Delarue et al. 2004; Jiang, Sun et al. 2004; Couderc, Pradines et al. 2008). De
plus, la délétion du géne rhoB dans des cellules transformées augmente leur agressivité et leur
capacité a former des tumeurs lorsqu’elles sont injectées chez la souris. Des souris invalidées pour

le gene rhoB présentent alors une susceptibilité accrue au développement de tumeurs chimio-
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induites (Jiang, Sun et al. 2004). Des travaux plus récents ont permis de préciser le réle de RhoB
dans la progression tumorale en mettant en évidence une implication de RhoB plus importante
dans les processus de migration et d’invasion que dans I'étape de l'initiation tumorale (Baldwin,
Parolin et al. 2008; Bousquet, Mazieres et al. 2009; Connolly, Van Doorslaer et al.).

Enfin I'implication de RhoB dans 'oncogénese est confortée par plusieurs études indiquant une
sous-expression de RhoB dans un certain nombre de cancers, notamment dans les cancers
pulmonaires ou cette perte d’expression est proportionnelle au stade d’avancement de la maladie
(Mazieres, Antonia et al. 2004), mais aussi dans les cancers de la sphére ORL (Adnane, Muro-
Cacho et al. 2002), les glioblastomes (Forget, Desrosiers et al. 2002) et les cancers gastriques
(Zhou, Zhu et al.). Les travaux de Huang établissent un lien entre RhoB et le puissant oncogéne c-
myc. En effet, RhoB favorise la dégradation de la protéine c-myc. Ainsi les auteurs suggérent que
la perte d’expression de RhoB, observée dans différentes tumeurs, potentialise les propriétés

oncogéniques de c-myc en limitant sa dégradation (Huang, Kamasani et al. 2006).

I.4.Régulation de I’expression de RhoB

1.4.1. Présentation de la structure du géne rhoB

Le géne rhoB humain est situé sur le chromosome 2 (2p24) (Cannizzaro, Madaule et al. 1990). Sa
région codante présente la particularité d’étre dépourvue de séquence intronique. Sa région
promotrice proximale présente 97% d’homologie de séquence avec la souris et le rat et est
caractérisée par deux boites CCATT et deux boites TATA. Plusieurs sites de liaisons putatifs de
facteurs de transcription ont été identifiés par des analyses bioinformatiques, tels que NF-Y, AP2,
AP4, SP1, NFkB et PPAR (Fritz and Kaina 1997; Malcolm, Ettehadieh et al. 2003; Tovar, Faye et al.
2003). Le gene rhoB permet la transcription d’'un ARNm présentant une tres longue région 3’'UTR
de 1,4kb, trés conservée entre les espéces, contenant de nombreuses séquences ARE (Westmark,
Bartleson et al. 2005). Plusieurs facteurs trans se fixant au niveau de cette région ont été identifiés
tels que la protéine de liaison aux ARNm HuR, et deux petits ARN non codants, miR-21 et miR-223

(Westmark, Bartleson et al. 2005; Connolly, Van Doorslaer et al. ; Sun, Li et al.).

1.4.2. Régulation de I’expression de RhoB en réponse a des stress cellulaires

rhoB est un gene de réponse précoce au stress, dont 'expression est induite par des agents
endommageant 'ADN ou par des facteurs de croissance. Cette induction peut étre la conséquence
d’'une régulation transcriptionnelle. En effet, une augmentation de I'activité du promoteur de

rhoB a été observée sous UV (Fritz and Kaina 1997; Fritz and Kaina 2001; Canguilhem, Pradines et
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al. 2005). Des expériences de délétions et de mutations des séquences promotrices ont permis
d’identifier une région minimale de 0,7kb responsable de cette induction, contenant une bofite
CCATT, sur laquelle un complexe de transcription contenant les facteurs NF-YA et ATF-2 peut
interagir (Fritz and Kaina 1997; Fritz and Kaina 2001). L’induction transcriptionnelle de rhoB
sous UV est indépendante des voies de signalisation JNK, ERK et de P38, mais implique I'activation
de EGFR (Fritz and Kaina 1997; Canguilhem, Pradines et al. 2005). Par ailleurs, des
chimiotoxiques peuvent également augmenter la transcription de rhoB (Jiang, Sun et al. 2004;
Kim, Kim et al. ; Kim, Won et al.). Par exemple, un traitement par du diarylsulfonylurée, un agent
anticancéreux en essai clinique, augmente l'activité du promoteur de rhoB par un mécanisme
épigénétique mettant en jeu '’histone désacétylase HDAC1. Cet effet est dépendant de la voie de
signalisation JNK (Kim, Won et al.). De méme une étude met en évidence que le traitement par du
FTI ou du GGTI (inhibiteur de Géranygéranyltransférase) induit également une acétylation des
histones au niveau des séquences promotrices de rhoB permettant ainsi d’augmenter sa
transcription (Delarue, Adnane et al. 2007). L’expression de rhoB est également augmentée par
des facteurs de croissance tels que EGF, PDGF, TNFf@ (Jahner and Hunter 1991; de Cremousx,
Gauville et al. 1994; Nakamura, Asano et al. 1996). Dans ces premiers travaux, les auteurs ont
conclu que cette induction était la conséquence d'une régulation transcriptionnelle du géne rhoB.
Cependant, ces conclusions ne s’appuyaient que sur l'observation d’'une augmentation de la
quantité d’ARNm qui était inhibée par l'ajout de I'actinomycine D, un inhibiteur de la
transcription. Mais aucune expérience évaluant l'activité réelle du promoteur n’avait été réalisée.
Des études récentes ont confirmé une régulation transcriptionnelle du gene rhoB pour le cas
particulier d'un traitement par du TNF (Vardouli, Vasilaki et al. 2008; Vasilaki, Papadimitriou et
al.). TNFB permet, en effet, d’activer la voie de signalisation MEK-ERK, qui est requise pour le
recrutement de smad3 (un cofacteur de transcription) au niveau d’'une séquence du promoteur de
rhoB, proche de la boite CCAAT, connue pour lier le facteur de transcription NF-Y (Vasilaki,
Papadimitriou et al.). En revanche, les travaux de Malcom ont montré que l'augmentation de
I'expression de RhoB suite a une stimulation en sérum ou a 'EGF n’est pas la conséquence d’'une
augmentation de l'activité de son promoteur, mais résulte d’'une stabilisation de son ARNm
mettant en jeu des éléments de réponse situés dans sa région 3’UTR (Malcolm, Ettehadieh et al.
2003). Ces travaux mettent donc en évidence que des mécanismes post-trancriptionnels
peuvent également réguler 'expression de rhoB. Une autre étude reporte que la dexaméthasone,
un glucocorticoide, induit une augmentation a la fois de la quantité de protéine RhoB mais aussi
de son ARNm. Pourtant, des essais rapporteurs montrent que cette induction est indépendante
d'une augmentation de l'activité du promoteur de rhoB, ce qui suggére que la régulation de
I'expression de rhoB en réponse a la dexaméthasone, implique probablement des mécanismes

post-transcriptionnels (Chen, Li et al. 2006).
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Enfin, la stabilité de la protéine RhoB est également régulée. On observe une accumulation de
la protéine RhoB lors d'un traitement par du TNFp, qui est en partie la conséquence d’une

inhibition de son ubiquitination et de sa dégradation par le protéasome (Engel, Datta et al. 1998).

1.4.3. Régulation de I’expression de RhoB dans les tumeurs

Les premieres études ayant pour objectif d’expliquer la diminution de l'expression de RhoB
observée dans différentes tumeurs se sont orientées vers la recherche de délétions ou de
mutations au niveau du géne rhoB. Mais aucune altération de ce type n’a été mise en évidence
dans les différentes tumeurs humaines analysées (Adnane, Muro-Cacho et al. 2002; Fritz,
Brachetti et al. 2002). Il est important cependant de noter que ces analyses se sont limitées a
I'étude des séquences codantes de I'ORF du gene rhoB. Plus récemment, I'équipe de Sato a reporté
une perte d’hétérozygotie au niveau du locus de rhoB dans 25 sur 62 tumeurs examinées, mais la
corrélation entre la perte d’hétérozygotie et la diminution de I'expression de rhoB dans ces
tumeurs n’a pas été analysée (Sato, Fukui et al. 2007).

Des travaux réalisés sur des lignées cellulaires tumorales suggerent que des mécanismes
épigénétiques peuvent réguler 'activité transcriptionnelle de rhoB (Wang, Yan-Neale et al. 2003;
Mazieres, Tovar et al. 2007; Sato, Fukui et al. 2007). En effet, I'utilisation d’inhibiteur d’histone
désacétylase (HDAC) induit une réexpression de rhoB dans plusieurs lignées cellulaires,
contrairement aux inhibiteurs de méthyltransférase (Mazieres, Tovar et al. 2007). Cela suggére
que la perte d’expression de rhoB observée au niveau des tumeurs n’est pas liée a une anomalie de
la méthylation de son promoteur, mais plus probablement a des mécanismes d’acétylation des
histones. Des travaux du laboratoire ont permis de cloner et de caractériser la région promotrice
du geéne rhoB. Contrairement au promoteur murin, le promoteur de rhoB possede une séquence de
34-pb répétée en tandem appelée VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) qui régule
négativement l'activité transcriptionnelle de rhoB, et qui peut étre régulée par des HDAC (Tovar,
Faye et al. 2003; Mazieres, Tovar et al. 2007). Cette région est sujette a un polymorphisme
caractérisé par un nombre variable de répétitions de la séquence VNTR. Des altérations
génétiques des séquences VNTR ont été mises en évidence dans certaines tumeurs humaines
mammaires par rapport aux tissus sains correspondants (14 sur 90 soit 15,5% ; résultats non
publiés), mais cela ne permet pas d’expliquer en totalité la diminution de I'expression de rhoB
observée dans les tumeurs. Enfin, d’autres études suggerent que I'expression de rhoB peut-étre
régulée négativement au niveau transcriptionnel par certains oncogenes tels que H-Ras, N-Ras, K-
Ras, EGFR et ErB2 dans différentes lignées cellulaires (Jiang, Delarue et al. 2004; Jiang, Sun et al.
2004). L’étude de Jiang a montré notamment que 'oncogene Ras diminue I'expression de RhoB,

via l'activation de la voie PI3K/Akt (Jiang, Sun et al. 2004). Pour conclure, les mécanismes
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responsables de la dérégulation de I'expression de RhoB dans les tumeurs ne sont pas encore bien
caractérisés, dans la mesure ou la plupart des hypothéses ne sont basées que sur des études

cellulaires et non sur I'analyse de biopsies tumorales.

Il. Généralités sur la régulation post-transcriptionnelle de I’expression des
genes au niveau cytoplasmique

Il.1.Les étapes de la régulation post-transcriptionnelle de I’expression des génes

Apres la transcription par '’ARN polymérase II d’'un pré-ARN messager (pré-ARNm), qui contient
I'information génétique, différents événements sont nécessaires avant la synthese finale de la
protéine (Figure 3). Au cours de sa transcription, le pré-ARNm subit d’abord une maturation
nucléaire qui comprend trois événements :

- I'ajout d’une structure 7methylguanylate, appelée coiffe, au premier nucléotide de I'extémité 5’
des pré-ARNm,

- I'épissage des intons grace a l'assemblage d'un complexe ribonucléoprotéique appelé
« splicéosome »,

- le clivage endonucléolytique de I'extémité 3’ du pré-ARNm entre les séquences AAUAAA et des
séquences G/U situées en aval, suivi de I'ajout d’'une queue de poly (A) d’environ 250 résidus
d’adénine

L’ARNm mature est ensuite exporté vers le cytoplasme ou sa localisation, sa stabilité et sa
traduction sont également régulées.

Le controle de ces différentes étapes joue un role essentiel, sous-estimé auparavant, dans la
régulation a la fois qualitative et quantitative de I'expression des genes (Hieronymus and Silver
2004). Au cceur de cette régulation, spécifique de chaque transcrit, se trouvent des complexes
ribonucleoprotéiques (mRNP) constitués de I'association de protéines et petits ARN non codants.
L’association des mRNP avec les pré-ARNm débute de maniére co-transcriptionnelle, dés la
naissance du transcrit. Les mRNP sont des complexes dynamiques au sein desquels différents
facteurs s’associent et se dissocient tout au long de la vie cellulaire de '’ARNm (Moore 2005). La
dynamique de restructuration des mRNP au cours de chacune de ces étapes permet un couplage
physique et fonctionnel entre les différents évenements post-transcriptionnels de I'expression des
génes (Maniatis and Reed 2002). Par exemple, des facteurs impliqués dans I'épissage des introns

permettent de recruter des facteurs protéiques nécessaires a la maturation en 3’ des ARNm

(Millevoi, Loulergue et al. 2006; Millevoi, Decorsiere et al. 2009).
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I1.2.Coordination de I’expression des génes au niveau post-transcriptionnel

L’expression des génes doit étre coordonnée, pour accomplir précisément différentes fonctions
nécessaires a ’homéostasie cellulaire. Chez les procaryotes, les genes impliqués dans les mémes
processus physiologiques sont regroupés physiquement au sein d’opéron d’ADN. Cette
organisation génique leur permet de coordonner I’expression spatiale et temporelle de différentes
protéines pour répondre rapidement et efficacement a des changements environnementaux.
Cependant, I'inconvénient majeur de ce systéme repose sur I'impossibilité de réguler I'expression
de chaque gene indépendamment les uns des autres. L’organisation du génome chez les
eucaryotes est beaucoup plus complexe. La coordination de I'expression des genes implique
'activation ou la répression de multiples sites promoteurs de transcription. Mais I'expression des
génes peut également étre contr6lée au niveau post-transcriptionnelle au sein de régulons d’ARN
(Keene 2007; Keene). Ce systéeme de régulons d’ARN proposé par JD Keene repose sur la
formation de complexes mRNP (Figure 1)(Keene and Tenenbaum 2002). De multiples ARNm,
reliés fonctionnellement entre eux, sont régulés de maniere coordonnée par la liaison de facteurs
trans (protéines de liaison aux ARNm ou petits ARN non codants) qui interagissent
spécifiquement avec des éléments de séquences de divers ARNm. Ainsi, une seule protéine de
liaison aux ARNm ou un seul microRNA peut reconnaitre la méme séquence présente sur
différents ARNm pour réguler de maniere coordonnée leur expression. Cependant, chaque ARNm
peut appartenir a deux régulons d’ARN différents, notamment lorsqu’il code pour une protéine
impliquée dans différents processus cellulaires. Dans ce cas, les différents transcrits peuvent étre
régulés de maniere indépendante. En effet, le destin d'un ARNm est orchestré par la liaison de
plusieurs facteurs trans qui peuvent réguler le méme ARNm de maniére coopérative ou

compétitive et 'impliquer ainsi dans divers processus biologiques.
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Figure 3: Les complexes ribonucléoprotéines dans la coordination des étapes post-
transcriptionnelles de I'expression des genes. A partir de leur synthese dans le noyau jusqu’a leur
traduction dans le cytoplasme, les ARNm sont associés a différentes protéines de liaison aux ARNm et petits
ARN non codants qui forment des complexes ribonucléoprotéiques (mRNP). L’association et la dissociation
des facteurs au sein de la mRNP permet de coordonner et de coupler les différentes étapes de la régulation
post-transcriptionnelle des génes comprenant la maturation du pré-ARNm, I'export nucléo-cytoplasmique
ainsi que la régulation de la localisation, la stabilité et la traduction de ’ARNm.

21



I1.3. Les éléments cis présents sur les ARNm et intervenant dans la régulation
post-transcriptionnelle de I’expression des génes au niveau cytoplasmique

En plus des éléments de séquences présents dans la plupart des ARNm, tels que la coiffe en 5’ et la
queue de poly (A) en 3’, qui jouent un ro6le essentiel dans le métabolisme des ARNm (Lewis,
Gunderson et al. 1995), s’ajoutent des séquences spécifiques appelées éléments cis, présents
uniquement dans certains ARNm. Ces éléments cis sont généralement localisés dans les régions
non traduites 5’UTR ou 3’'UTR des ARNm, plus rarement au niveau de I'ORF (Figure 4) (Mignone,
Gissi et al. 2002).

Plusieurs séquences présentes dans la région 5’"UTR des ARNm controlent les mécanismes post-
transcriptionnels. Par exemple, les séquences IRES (Internal Ribosome Entry Site), présentes dans
certains ARNm, forment des structures secondaires qui permettent le recrutement des ribosomes
lorsque l'initiation de la traduction cap-dépendante est inhibée (Stoneley and Willis 2004). Les
petits cadres de lecture, appelés uORF (Upstream Open Reading Frame), situés en amont du
codon initiation principal AUG, sont impliqués dans les mécanismes de réinitiation de la
traduction sous certaines conditions (Vattem and Wek 2004). Des séquences riches en pyrimidine
situées dans la région 5’UTR de certains ARNm sont reconnues par PTB, une protéine de liaison
aux ARNm, impliquée dans la régulation de la traduction dépendante de séquences IRES (Mitchell,
Spriggs et al. 2005).

D’autres motifs sont retrouvés dans la séquence codante des ARNm. Par exemple la séquence CDR
(Coding Determinant Region) de 'ARNm de c-myc est reconnue par des protéines de liaison au
CRD, qui protégent '’ARNm de c-myc de 'action d’endonucléases (Sparanese and Lee 2007).

Les séquences les plus décrites retrouvées dans la région 3’UTR des ARNm, sont les séquences
ARE (AU-Rich Elément Séquence), qui sont riches en adénine et uridine. Ces séquences ont été
initialement identifiées dans les régions 3’'UTR d’ARNm codant plusieurs cytokines ou
lymphokines inflammatoires (Caput, Beutler et al. 1986). Leur role direct dans la dégradation des
ARNm a été mis en évidence par des expériences utilisant des systémes rapporteurs dans lesquels
I'insertion de la séquence ARE présente dans la région 3'UTR de GM-CSF (Granulocyte-
Macrophage-Colony-Stimulating-Factor) provoque leur dégradation (Shaw and Kamen 1986). Les
séquences ARE ont une taille comprise entre 50 a 150 nucléotides et ont été regroupées en trois
classes selon des critéres d’homologie de séquences et de fonctions. Les séquences ARE de classe |
et II contiennent plusieurs copies du motif AUUUA dispersées ou regroupées, alors que les
séquences ARE de classe IIl sont dépourvues de ce motif mais sont caractérisées par une longue
région riche en uridine (Chen and Shyu 1995; Barreau, Paillard et al. 2005). Depuis la découverte
des séquences ARE, la liste des ARNm contenant ce motif a considérablement augmenté. Une
analyse bioinformatique utilisant le motif de 13 nucléotides WWWUAUUUAUWW, ou W peut étre

une adénine ou une uridine, estime que 8 a 12% du génome humain code pour des ARNm
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contenant une séquence ARE (Bakheet, Williams et al. 2003). En plus de leur role dans I'instabilité
des ARNm, les séquences ARE peuvent aussi induire la répression de la traduction. Plusieurs
exemples montrent en effet que des séquences ARE sont capables de réguler la traduction
d’ARNm endogenes ou de rapporteurs sans modifier la quantité d’ARNm cytoplasmique (Kruys,
Marinx et al. 1989; Han, Brown et al. 1990; Grosset, Boniface et al. 2004). 1l existe également des
éléments de séquences appelés CPE (Cytoplasmique Polyadenylation Elément), localisés en amont
du signal de polyadénylation qui régulent la traduction associée a une polyadénylation
cytoplasmique de certains ARNm durant la maturation des oocytes (Charlesworth, Cox et al. 2004;
Radford, Meijer et al. 2008). Enfin, d’autres séquences situées dans la région 3’'UTR des ARNm,
telles que les séquences riches en GU (GRE) (Kim and Gorospe 2008), les séquences riches en C
(Kim, Kuwano et al. 2007; Sharma, Ogram et al. 2009), les séquences conservées riches en CU
(Reimann, Huth et al. 2002) ou les sites d’interactions des microRNA, interviennent dans le
contrdle de la stabilité et de la traduction des ARNm. Cette liste d’élément cis n’est pas exhaustive
et le lecteur peut trouver des exemples supplémentaires dans les revues suivantes (Keene and

Tenenbaum 2002; Mignone, Gissi et al. 2002).
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Figure 4 : Représentation schématique de quelques éléments de séquence qui affectent I'expression
des génes de maniére post-transcriptionnelle. La structure d'un ARNm avec sa région codante (coding
sequence) et ses régions non traduites (5’'UTR et 3’'UTR) est représentée ci-dessus. Certains éléments de
structure sont présents sur la plupart des ARNm tels que la coiffe en 5’ m7G (5’ 7methyl guanine) et la
queue de poly(A) en 3’ et jouent un réle primordial dans le métabolisme des ARN. Certains ARNm possedent
des éléments de séquence ou de structure spécifiques, comme les structures en tiges boucles (Hairpin), les
séquences IRES ou des petits cadres de lecture (UORF) dans leur région 5’'UTR, qui influencent 'efficacité de
la traduction. Au niveau de leur région 3’'UTR, les ARNm peuvent contenir des séquences riches en AU (ARE)
et des sites de fixation de microRNA qui peuvent influencer la stabilité et/ou la traduction des ARNm.
D’autres séquences, comme les séquences CPE (Cytoplasmique Polyadenylation Elément), jouent un réle
dans la régulation de la traduction associée a une polyadénylation cytoplasmique (d’apres Mignone 2002).
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11.4. Les facteurs trans intervenant dans la régulation post-transcriptionnelle
cytoplasmique de I’expression des génes

La liaison de facteurs trans sur les éléments de séquences spécifiques de chaque ARNm permet
d’orchestrer le destin des ARNm. Ces facteurs trans comprennent des protéines de liaison aux
ARNm, aussi appelées RNA-BP (RNA Binding Protein) et des microRNA. Le dernier paragraphe
décrit I'existence d’interconnections entre les facteurs trans dans les mécanismes de régulation

post-transcriptionnelle de 'expression des genes.

1.4.1. Les protéines de liaison aux ARNm

Dans le génome humain, il existe environ 500 protéines capables d’interagir avec I'’ARN
(Anantharaman, Koonin et al. 2002). Parmi elles, certaines sont capables de réguler plusieurs
étapes post-transcriptionnelles de l'expression des genes de maniére spécifique de chaque
transcrit. La structure des RNA-BP est composée de domaines structuraux responsables de leur
liaison sur 'ARNm. Il existe une grande diversité de ces domaines. De plus, une protéine de liaison
aux ARN est composée de multiples copies de ces différents domaines. Cela lui confere la
possibilité de créer de nombreux réarrangements structuraux afin de former une surface de
liaison macromoléculaire nécessaire pour sa liaison spécifique sur une séquence précise d’'un
ARNm. La spécificité de liaison des RNA-BP, est de plus, renforcée par des interactions protéine-
protéine (Lunde, Moore et al. 2007). Nous nous focaliserons dans le paragraphe suivant,
uniquement sur les protéines appartenant a la famille des ARE-BP, qui sont des protéines qui se

lient préférentiellement sur des séquences ARE.

11.4.1.1. Présentation des RNA-BP impliquées dans la régulation de la
stabilité ou de la dégradation des ARNm

Les mécanismes exacts impliquant les ARE-BP dans la régulation de la dégradation et de la
stabilité des ARNm ne sont pas clairement établis. La dégradation des ARNm engendrée par des
séquences ARE , appelée AMD (ARE-Mediated Decay), peut faire intervenir la voie des exosomes,
qui est initiée par une étape de déadénylation suivie d’'une dégradation par des exonucléases dans
le sens 3’-5’ (Chen, Gherzi et al. 2001). Mais la voie AMD peut également étre engendrée par une
dégradation de la coiffe en 5’, suivie d’'une dégradation exonucléasique dans le sens 5’-3’ au sein
de structures cytoplasmiques appelées Processing-Bodies (P-Bodies) (Stoecklin, Mayo et al.
2006). Il apparait que les ARE-BP ne sont pas des acteurs directs de la voie AMD, mais permettent

le recrutement d’enzymes ou de protéines impliquées dans les différentes voies de dégradation.
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En effet, des ARE-BP, telles que AUF1, BRF1, KSRP et TTP, peuvent interagir avec des composants
du décoiffage, des enzymes de dégradation, des composants des exosomes, ainsi qu’avec la
protéine PARN (Poly(A)RiboNuclease), impliquée dans la déadénylation des ARNm. De plus, des
travaux récents montrent que les ARE-BP peuvent également étre associées a des composants de
la voie des microRNA notamment dans les structures cytoplasmiques telles que les P-Bodies ou
les granules de stress. Cela suggere un lien possible entre la voie de dégradation AMD et celle

impliquant les microRNA (von Roretz and Gallouzi 2008)

AUF1

AuF1 est aussi appelé hnRNPD (heterogeneous nuclear RiboNucleoProteinD). Son réle majeur
consiste a favoriser la dégradation de nombreux ARNm contenant des séquences ARE (Tableau 1)
(Brewer 1991; Loflin, Chen et al. 1999; Sarkar, Xi et al. 2003; Lal, Mazan-Mamczarz et al. 2004;
Raineri, Wegmueller et al. 2004; Lal, Abdelmohsen et al. 2006). Cependant, quelques études
reportent une stabilisation de certains ARNm, associée a la liaison de AUF1 (Sela-Brown, Silver et
al. 2000) (Xu, Chen et al. 2001). AUF1 est présent dans la plupart des cellules et est codé par un
unique géne, mais il existe quatre isoformes d’AUF1 (P37AUF1; P4(QAUF1; P42AUFl; P45AUFL) jssues
d'un épissage alternatif du pré-ARNm (Wagner, DeMaria et al. 1998). AUF1 contient plusieurs
motifs conservés présents dans toutes les isoformes (Figure 5): (i) un domaine N-terminal riche
en alanine, impliqué dans la dimérisation d’AUF1 (ii) deux domaines RRM distincts de
reconnaissance a I’ARN (iii) un domaine riche en glutamine RGG qui intervient dans les
interactions de type « protéine-protéine » (Kajita, Nakayama et al. 1995) (Zhang, Wagner et al.
1993). Les différentes isoformes d’AUF1 présentent des propriétés biologiques distinctes, comme
par exemple des localisations cellulaires différentes (Arao, Kuriyama et al. 2000; Sarkar, Lu et al.
2003) ou des différences d’affinités pour la liaison aux ARN (Wagner, DeMaria et al. 1998). Elles
peuvent expliquer la versatilité des fonctions d’ AUF1 observée sur la régulation de la dégradation

des ARNm (Xu, Chen et al. 2001).

Les protéines TTP et BRF

TTP (Tristetraprolin) appartient a une famille d’ARE-BP qui contient deux domaines de type
« doigt de zinc », nécessaires et suffisants pour se lier sur les séquences ARE des ARNm (Lai,
Carballo et al. 2000) et deux domaines d’activation aux extrémités C-terminale (CTD) et N-
terminale (NTD) (Figure 5). Le domaine NTD sert de plateforme pour la liaison de plusieurs
enzymes impliquées dans les voies de dégradation telles, que Xrn1, Rrp4, CCR4, et DCP2 (Lykke-
Andersen and Wagner 2005; Hau, Walsh et al. 2007). Plusieurs études suggerent que TTP joue un
role dans la dégradation des ARNm (Tableau 1). La surexpression de TTP réduit I'expression de

plusieurs ARNm contenant des séquences ARE (Lai and Blackshear 2001). De plus, chez des souris
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ou des cellules, qui présentent une délétion homozygote du gene codant TTP, on observe une
stabilisation de plusieurs ARNm contenant des ARE, tels que TNFa, INFy, IL10, ler 3 (Taylor,
Carballo et al. 1996; Lai, Parker et al. 2006; Stoecklin, Tenenbaum et al. 2008; Ogilvie, Sternjohn et
al. 2009) . Une analyse sur puces a ADN révele que plus de 250 ARNm sont stabilisés dans des
MEF TTP (-/-) (Mouse Embryonic Fibroblast) et des expériences d’immunoprécipitation
indiquent que TTP est associée a plus de 100 ARNm dans des macrophages, soulignant son role
prépondérant dans la dégradation des ARNm (Lai, Parker et al. 2006; Stoecklin, Tenenbaum et al.
2008). Les autres membres de la famille, BRF1 et BRF2 (Butyrate Response Factor 1 et 2), sont
des génes paralogues a TTP, qui sont moins étudiés que TTP, mais jouent un role similaire dans la
dégradation des ARNm. Une surexpression de BRF1 ou de BRF2 est associée a une diminution de
la quantité de plusieurs ARNm contenant des séquences ARE (Lai, Carballo et al. 2000). De plus,
on observe une diminution de la dégradation des ARNm contenant des ARE dans des cellules
mutées pour BRF1 et cet effet est reversé par la réexpression ectopique de BRF1 ou de

TTP (Stoecklin, Colombi et al. 2002).

KSRP

KSRP (K Homology-type Splicing Regulatory Protein) se lie sur des séquences ARE des ARNm et
recrute des composants des exosomes et des enzymes de déadénylation, ce qui explique son rdle
dans la dégradation des ARNm (Tableau 1) (Chen, Gherzi et al. 2001; Gherzi, Lee et al. 2004;
Nechama, Peng et al. 2009). Par exemple la liaison de KSRP sur les ARNm contenant des
séquences ARE, tels que ceux de c-fos ou TNFa, entraine leur dégradation (Chen, Gherzi et al.
2001). KSRP est organisée en 4 domaines de liaison aux ARN, appelés KH-domain (K Homology
Domain) (Figure 5) et d'un domaine central appelé « linker » qui permet de moduler 'orientation
et l'accessibilité des domaines KH, afin de faciliter leur interaction avec les ARNm contenant des
séquences ARE (Garcia-Mayoral, Hollingworth et al. 2007; Garcia-Mayoral, Diaz-Moreno et al.

2008; Diaz-Moreno, Hollingworth et al.).

CUGBP1

CUGBP1 est une protéine qui favorise la dégradation des ARNm en se fixant spécifiquement sur
des séquences riches en GU (GRE) des ARNm (Vlasova, Tahoe et al. 2008; Lee, Lee et al.). Les
travaux de Moraes montrent que I'effet de CUGBP1 sur la dégradation de certains ARNm, tels que
c-fos ou TNFa, est associé au recrutement et a l'activation de la protéine PARN, qui est

responsable de la déadénylation des ARNm (Moraes, Wilusz et al. 2006).

D’autres protéines de liaison aux ARNm favorisent la stabilisation des ARNm, telles que HuR qui

stabilise par exemple '’ARNm de mkp-1 lors d’un stress oxydatif (Kuwano, Kim et al. 2008) ou la
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nucléoline qui stabilise 'ARNm de bcl-2 (Ishimaru, Zuraw et al.). Une des hypothéses possible

permettant d’expliquer 'effet stabilisateur des ARE-BP est que certaines RNA-BP peuvent se fixer

sur les ARNm au niveau d’'une séquence ARE et empécher la fixation d'une RNA-BP qui recrute les

enzymes nécessaires pour la dégradation des ARNm (Lal, Mazan-Mamczarz et al. 2004; Ishimaru,

Zuraw et al.).

Tableau 1 : Présentation de quelques ARE-BP et de leurs fonctions cytoplasmiques dans la

régulation post-transcriptionnelle de I'expression des génes.
ARE-BP Localisation | Structure Fonction Exemples d’ ARNm Ref
cytoplasmique (Bibliographie
en annexe)
HuR N/C 3RRM (+) stabilisation MKP-1 ;y-GCSH ; [1,2,3,4,5-9]
SiRT-1; CEBPS ; P21 ;
cox-2 ; cyclin D1 ; cyclin
A;MyoD;
(+) traduction P53; c-myc; [10,11,12,13,
cytochrome &l
¢ ;Prothymosin ;HiF-1a ;
(-) traduction c-myc ; IGFR ; P27 [15-17]
AUF1 N/C 2RRM (+) dégradation c-myc ; GM-CSF ; c-fos ; [18-23]
RGG cyclin D1 ; IL3 ; GADD45
(4 isoformes
différents)
(+) stabilisation PTH ; TNFa [24, 25]
TTP N et C (80 2 ZnF (+) dégradation Pik3 ; TNFa ; IL3 ; INFy; | [26-31]
%) ler3; IL10 ; GM-CSF
BRF1 NetC 2 ZnF (+) dégradation TNFa ; IL3 [32,33]
KSRP N/C 4 KH (+) dégradation TNFa ; c-fos ; iNOS; c- [34-40]
jun;IL2; PTH; LDLR;
PGK?2 ; IL8
CUGBP2 N/C 3RRM (-) traduction Cox-2 ;HIF-1 ;Mcl-1 [41,42,43,44]
(+) stabilisation Cox-2 [45]
CUGBP1 N/C 3RRM (+) dégradation c-jun; TNFoa ; Smad7 ; [46-48]
Rnd3 ; Myod1 ;Pp1rl5b
(+) traduction P21; [42,49-53]
C/EBPp ;HiF1 ;cyclin
D2 ; SHMT1
TIAR N/C 3RRM (-) traduction elF4A ; eIF4E ; eEF1B, c- | [23,54,55]
myc ; cox-2 ; GADD45
TiA-1 N/C 3RRM (-) traduction Cytochrome C [12]
nucleolin | N/C 4RRM (+) stabilisation Bcl-2 ; [56-59]
RGG GADD45 ; CD145
(+) traduction Sélénoprotéine (PHGX- | [60,61]
TR1) ; MMP9
(-) traduction P53 [62]

N (Nucléaire) ; C (Cytoplasmique) ; RRM (RNA Recognition Motif) ; ZnF (Zinc Finger domain) ; KH : domaine
(K-homologous) ; RGG : domaine riche en arginine et glycine. Ce tableau présente une liste des ARE-BP et de
leurs fonctions cytoplasmiques, qui n’est pas exhaustive.
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11.4.1.2. Présentation des RNA-BP impliquées dans la régulation de la
traduction

HuR

HuR est une protéine de 37 kda, capable de se lier sur des séquences ARE, présentes le plus
souvent au niveau des régions 3’'UTR des ARNm (Levine, Gao et al. 1993; Ma, Cheng et al. 1996;
Myer, Fan et al. 1997; Chen, Xu et al. 2002; Lopez de Silanes, Zhan et al. 2004). HuR appartient a la
famille ELAV (Embryonic Lethal Abnormal Vision), qui comprend trois autres membres, HuB, HuC
et HuD qui sont exprimés préférentiellement au niveau des neurones différentiés terminaux, alors
que l'expression de HuR est ubiquitaire (Antic and Keene 1997). La structure de HuR est
caractérisée par trois domaines RRM (Figure 5), qui présentent une grande homologie de
séquence avec les autres membres de la famille ELAV. Les domaines RRM1 et RRM2 coopérent
pour se lier sur des séquences ARE. Le dernier domaine, RRM3, permet la stabilisation du
complexe RNA-protéine. Il peut, en effet, se lier a la queue de poly (A) des ARNm et est impliqué
dans les interactions protéine-protéine. HuR contient également un domaine moins conservé
appelé « Hinge Region » localisé entre le domaine RRM2 et RRM3. Ce domaine contient la
séquence HNS «Novel Shuttling Sequence », qui conféere a HuR sa capacité de faire la navette entre
le noyau et le cytosol (Fan and Steitz 1998) (Hinman and Lou 2008). L’export nucléaire de HuR est
engendré par son association avec la transportine 1 (Trn1) ou 2 (Trn2) (Guttinger, Muhlhausser
et al. 2004; Rebane, Aab et al. 2004) ou avec les ligands nucléaires PP32 et April, qui contiennent
un signal d’export nucléaire, qui est reconnu par le récepteur d’export CRM1(Brennan, Gallouzi et
al. 2000; Gallouzi and Steitz 2001; Gallouzi, Brennan et al. 2003). Dans le cytoplasme, HuR a été
initialement identifiée comme une protéine capable de réguler la stabilit¢é des ARNm (Brennan
and Steitz 2001), mais elle est aussi capable de réguler positivement ou négativement la
traduction (Tableau 1) (Hinman and Lou 2008). Dans certains cas, HuR est associée aux
polysomes (Gallouzi, Brennan et al. 2000) et peut favoriser la traduction de certains ARNm, par
exemple, celle des ARNm du cytochrome C, de p53 et de la prothymosine, en se fixant sur des
séquences situées dans la région 3’'UTR de ces ARNm cibles et en augmentant leur recrutement
vers les polysomes (Mazan-Mamczarz, Galban et al. 2003; Lal, Kawai et al. 2005; Kawai, Lal et al.
2006). 1l a également été reporté que HuR favorise la traduction de 'ARNm de HiF-1 en se fixant
sur des séquences situées au niveau de sa région 5’ UTR (Galban, Kuwano et al. 2008). HuR peut
aussi supprimer la traduction de certains ARNm. Deux mécanismes permettent d’expliquer son
role dans la répression de la traduction de certains ARNm :

- HuR peut coopérer avec un microRNA pour réprimer la traduction d’'un ARNm. En effet, une
étude montre que HuR en se liant sur une séquence de la région 3'UTR de 'ARNm de c-myc

permet le recrutement du complexe effecteur miRISC (complexe responsable de la répression de
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I'expression des ARNm ciblés par des microRNA) au niveau du site de liaison du microRNA let-7
(Kim, Kuwano et al. 2009).

- HuR peut également réprimer la traduction IRES dépendante de certains ARNm tels que ceux
IGFR ou de P27 (Kullmann, Gopfert et al. 2002; Meng, King et al. 2005). Dans ce cas I'étude de
Meng suggeére que la liaison de HuR bloque l'association du complexe de pré-initiation 43S

(Annexe 2) dans un état inactif (Meng, King et al. 2005).

Les protéines TIAR et TIA-1

Les protéines TIA-1 (T-cell-restricted Intracellular Antigen1) et TIAR (TIA-1 Related Protein) se

lient préférentiellement sur des séquences riches en uridine ou riches en cytosine (Dember, Kim
et al. 1996; Kim, Kuwano et al. 2007). Concernant leur structure, ces protéines contiennent trois
domaines RRM du coté N-terminal et un domaine riche en glutamine dans leur partie C-terminale
(Tian, Streuli et al. 1991; Kawakami, Tian et al. 1992) (Figure 5). En plus de leur réle dans
I'épissage des pré-ARNm (Forch, Puig et al. 2000) (Del Gatto-Konczak, Bourgeois et al. 2000; Le
Guiner, Lejeune et al. 2001; Shukla, Dirksen et al. 2004), TIAR et TIA-1 peuvent également
réprimer la traduction (Piecyk, Wax et al. 2000; Dixon, Balch et al. 2003; Kawai, Lal et al. 2006;
Mazan-Mamczarz, Lal et al. 2006). Bien que ces protéines soient concentrées dans le noyau elles
peuvent faire la navette entre le noyau et le cytoplasme. En réponse a des stress
environnementaux, TIAR et TIA-1 jouent un role général de répresseur de la traduction en
s’associant avec les facteurs d’initiation de la traduction elF4F, elF3 (Annexe 2) et la sous-unité
ribosomique 40S, pour former un complexe de pré-initiation non fonctionnel. Elles facilitent alors
I'accumulation de ces complexes de pré-initiation inactifs au sein de structures cytoplasmiques
appelées stress granule (SG) (Anderson and Kedersha 2002; Kedersha and Anderson 2002). En
plus de leur réle de suppresseur général de la traduction lors de stress cellulaire, TIAR et TIA-1
peuvent également réguler la traduction sélective de certains ARNm contenant des séquences
ARE dans leur région 3'UTR (Tableau 1), tels que TNFa (Gueydan, Droogmans et al. 1999; Piecyk,
Wax et al. 2000), COX-2 (Dixon, Balch et al. 2003), le récepteur f2 adrenergique (Kandasamy,
Joseph et al. 2005), ou la protéine MMP3 (matrix mettaloprotéinase 13) (Yu, Cok et al. 2003)
(Tableau 1).

CUGBP1 et CUGBP2
CUGBP1 et CUGBP2 appartiennent a la famille des protéines CELF (CUGBP1 and ETR-Like

Factors) et présentent 76 % d’homologie de séquences entre elles, ainsi qu'une organisation
structurale similaire comprenant 3 domaines RRM (Figure 5) (Lu, Timchenko et al. 1999; Good,
Chen et al. 2000; Barreau, Paillard et al. 2006), avec un domaine «linker » contenant une

séquence d’export cytoplasmique localisée entre le domaine RRM2 et RRM3 (Fujimura, Kano et al.
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2008). Elles peuvent interagir avec différentes séquences spécifiques des ARNm : des séquences
contenant des répétitions du motif CUG, des séquences riches en GU appelée GRE (GU Rich
Elément), ainsi que des séquences ARE (Timchenko, Miller et al. 1996; Vlasova, Tahoe et al. 2008;
Tsuda, Kuwasako et al. 2009; Rattenbacher, Beisang et al.). Ces deux protéines peuvent étre
localisées a la fois dans le noyau et le cytoplasme (Timchenko, Miller et al. 1996; Ladd and Cooper
2004; Fujimura, Kano et al. 2008). Ainsi, lorsqu’elles sont localisées au niveau nucléaire, elles
peuvent réguler I'épissage alternatif des pré-ARNm, alors qu’au niveau cytoplasmique, elles
régulent la stabilité et la traduction des ARNm (Tableau 1) (Barreau, Paillard et al. 2006). Par
exemple, CUGBP1 favorise la traduction de p21 et de C/EBPS en se fixant sur des séquences
spécifiques situées dans leur région 5’"UTR (Timchenko, Welm et al. 1999; Timchenko, lakova et al.
2001). CUGBP1 se lie a’'ARNm de C/EBPf3, au niveau d’'une séquence proche du codon d’initiation,
et interagit avec les polysomes et les facteurs d’initiation de la traduction elF2a. et eiF2 (Annexe
2). C’est pourquoi il a été suggéré que CUGBP1 pourrait augmenter le recrutement de la sous-
unité 40S associée au Met-tRNA et favoriser le balayage des ribosomes lors de I'initiation de la
traduction (Timchenko, Wang et al. 2005; Barreau, Paillard et al. 2006). Quant a CUGBP2, il peut
se fixer sur des séquences ARE situées dans la région 3’'UTR de 'ARNm de cox-2 et réprimer sa
traduction (Mukhopadhyay, Houchen et al. 2003; Sureban, Murmu et al. 2007). Enfin, une étude
plus récente montre que CUGBP1 et CUGBP2 sont associées a la région 3'UTR de HIF-1a et
répriment sa traduction dans des cellules de neuroblastomes non traitées. Mais, en réponse a une
stimulation a l'insuline, les deux protéines augmentent alors la traduction de HIF-1a. Cet effet est
accompagné d’'une élongation de queue de poly(A) de TARNm de HIF-1a (Hagele, Kuhn et al.
2009). En revanche, le mécanisme exact permettant d’expliquer la réversibilité des fonctions des

protéines CUG-BP sous insuline n’est pas encore déterminé.
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Figure 5: Représentation schématique des structures de certaines ARE-BP. Les roles des différents
domaines sont indiqués sous les fleches. Ces représentations ont été réalisées par compilation de
différentes données trouvées dans les articles suivants : AUF1(Sarkar, 2003; Wagner ,1998) ; TTP, BRF1 et
BRF2 (Lai, 2001;Lykke-Andersen and Wagner, 2005) ; KSRP (Garcia-mayoral, 2007; Diaz-Moreno, 2010;
Gherzi,2004) ; HuR (Doller,2008; Hinman 2008) ; TIAR-TiA1 (Beck,1996; Forsch and valcarcel ,2001) ; CUG-
BP (Good, 2000;Tsuda, 2009; Fujimura,2008); RRM (RNA Recognition Motif) avec les deux séquences
conservées permettant la reconnaissance des nucléotides RNP1 et RNP2 ; ZnF (Zinc finger domain) ; KH :
domaine (K-homologous) ; RGG : domaine riche en arginine et glycine ; DD : domaine de dimérisation ; Q :
domaine riche en glutamine ; HNS (Novel Shuttling Sequence). La localisation de 'insertion des 11 et 17
acides aminés correspondant aux isoformes de TIA-1 et TIAR, qui résultent d’'un épissage alternatif, est
indiquée par les rectangles blancs.
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11.4.1.3. Régulation des RNA-BP par des modifications post-
traductionnelles et leurs conséquences sur leurs localisations et leurs
fonctions

Suite a des changements de conditions environnementales, des voies de signalisation sont
activées et, par conséquent, les protéines de liaisons aux ARNm vont étre modifiées post-
traductionnellement. Ces modifications post-traductionnelles des RNA-BP influencent leur
fonction, en modifiant leur localisation ou leur affinité de liaison pour les ARNm. Par exemple, les
modifications post-traductionnelles de HuR, qui sont de mieux en mieux documentées,

permettent d’illustrer cette notion (Figure 6).

Phosphorylation de HuR ou voies de signalisation qui influencent la localisation de
HuR

Plusieurs voies de signalisation régulent la localisation de HuR : la voie ATM/ATR/cdk1 ; la voie
AMPK ; la voie impliquant les kinases PKCd et PKCa ; et 1a voie P38 MAP Kinase.

(i) La phosphorylation de HuR sur la sérine-202 par cdk1, provoque la rétention nucléaire de HuR,
par augmentation de son interaction avec la protéine 14-3-3. Sous UV, l'inhibition de cdkl est
responsable de I'accumulation cytoplasmique de HuR dans des cellules Hela, permettant a HuR de
réguler ses ARNm cibles (Prot-a; MKP-1 ; cyclinA ; Mcl-1; Bcl2 ; HiF-1a) (Kim, Abdelmohsen et al.
2008).

(ii) L’inactivation de la kinase AMPK, par le suppresseur de tumeur VHI, ou lors d'un stress
métabolique par une diminution de la quantité de polyamides cellulaires, est également corrélée a
une relocalisation cytoplasmique de HuR et a une augmentation de I'expression de p53 (Zou, Liu
et al. 2008) (Galban, Martindale et al. 2003). Les travaux de Wang montrent également que
I'activation de AMPK réduit 'accumulation cytoplasmique de HuR. Cet effet est associé a des
modifications post-traductionnelles de I'importine a1l par phosphorylation sur sa sérine 105 et
par acétylation sur sa lysine 22 (Wang, Yang et al. 2004).

(iii) La phosphorylation de HuR sur la sérine 221 par les kinases PKCd et PKCa, lors d'une
augmentation de la quantité d’ATP ou suite a une stimulation par 'angiotensine II, est également
responsable de la relocalisation cytoplasmique de HuR (Doller, Huwiler et al. 2007; Doller, Akool
el et al. 2008; Doller, Schlepckow et al.).

(IV) Enfin, lors de stress oxydatif ou lors d’'une irradiation aux UV, la localisation cytoplasmique de
HuR est la conséquence de 'augmentation de I'activité de la voie P38-MAPK (Song, Tatebe et al.

2005; Li, Si et al. 2008).
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Des protéines de liaisons aux ARNm, autres que HuR sont également régulées au niveau de leur
localisation. Le lecteur peut trouver ainsi d’autres exemples dans la revue de A. Cammas

(Cammas, Lewis et al. 2008).

Phosphorylation de HuR qui influence son affinité pour les ARNm

Dans certains cas, une modification post-traductionnelle de HuR augmente son affinité pour son
ARNm cible. Par exemple, la phosphorylation de la sérine 318 de HuR par la kinase PKC9, lorsque
des cellules mésangliales humaines sont traitées par I'angiotensine II, augmente I'affinité de HuR
pour ’ARNm de cox-2 (Doller, Akool el et al. 2008). Une autre phosphorylation de HuR au niveau
de la sérine 100 par la protéine kinase cdk2 lors d’'une stimulation aux polyamides, est également
associée a une augmentation de la liaison de HuR sur 'ARNm de c-myc et, par conséquent, a une
augmentation de la traduction de c-myc (Liu, Rao et al. 2009). Curieusement, la phosphorylation
de la méme sérine 100 de HuR par cdk2 lors d’un stress oxydatif, provoque une diminution de la
liaison de HuR sur 'ARNm de sirt-1 (Abdelmohsen, Pullmann et al. 2007). Ce dernier exemple
montre que des modifications post-traductionnelles d’'une protéine de liaison aux ARNm peuvent
diminuer ou augmenter l'affinité de cette protéine pour son ARNm cible, et que I'effet d’'une
modification post-traductionnelle sur l'affinité d’'une RNA-BP pour un messager, n’est pas
uniquement lié a l'acide aminé modifié, mais dépend aussi probablement de la séquence

spécifique de 'TARNm cible.

Méthylation de HuR

En plus d’étre phosphorylée, une méthylation de HuR au niveau de I'arginine 217 a également été
reportée, sous stimulation inflammatoire par des lipopolysaccharides. Cette méthylation de HuR
par le coactivateur associé a l'arginine methyl transférase 1 (CARM1) est corrélée a une

augmentation de la stabilité de 'TARNm de TNF« (Li, Park et al. 2002).
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Figure 6 : Sites de phosphorylation de HuR par les Kinases inductibles par les dommages a ’'ADN.
Représentation schématique des domaines structuraux de HuR avec ses trois domaines RRM (Recognition
RNA Motif) et son domaine central contenant la séquence HNS (Nucleocytoplasmique Shuttling Séquence)
et des différents sites de phosphorylations de HuR par les différentes kinases (D’apres Kim, 2010).

Modification de I'activité des RNA-BP par modification post-traductionnelle

Parfois une modification post-traductionnelle n’affecte ni l'affinité de la RNA-BP pour son
messager cible, ni sa localisation cellulaire, mais 'activité de la protéine elle-méme. Par exemple
dans des cellules traitées a la rapamycine, la phosphorylation de la protéine de liaison aux ARN,
hnRNPA1, par Akt, inhibe sa fonction activatrice de la traduction des IRES de c-myc et de la cycline
D1 et ceci sans modifier la liaison de hnRNPA1 sur ces ARNm (Jo, Martin et al. 2008).

En conclusion comme le montre le tableau 1 la fonction d’'une RNA-BP est relative. En effet, une
méme RNA-BP peut réguler négativement ou positivement la stabilité ou la traduction des ARNm.
La fonction d’'une protéine de liaison aux ARNm dépend donc du transcrit lui-méme et plus
particulierement des séquences spécifiques qui le caractérisent, de sa localisation, des
interactions qu’elle établit avec d‘autres protéines de liaison aux ARNm, ou de la liaison d’autres
protéines sur son ARNm cible. La fonction d’'une RNA-BP peut également étre influencée par des
modifications post-traductionnelles. Enfin, certaines protéines se présentent sous différentes

isoformes qui peuvent avoir des fonctions distinctes (Barreau, Paillard et al. 2005).
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11.4.2. Les microRNA

Les microRNA constituent une large famille de petits ARN non codants, dont la taille varie entre
21 et 25 nucléotides. Les microRNA, en se fixant sur des séquences spécifiques des ARNm,
permettent une régulation tres fine de I'expression des genes (Filipowicz, Bhattacharyya et al.
2008). Depuis leur découverte en 1993 chez le nématode C.elegans, plus de 800 microRNA
humains ont été identifiés et plusieurs études soulignent leur impact considérable sur le
transcriptome et le protéome des organismes eucaryotes, dans la mesure ou un microRNA peut
cibler a lui seul une centaine de genes (Lim, Lau et al. 2005) (Baek, Villen et al. 2008; Selbach,

Schwanhausser et al. 2008).

11.4.2.1. Biogéneése des microRNA

Les génes codant les microRNA sont trancrits par la RNA-polymérase II ou IIl en transcrits
primaires de microRNA (pri-microRNA) sous forme d'une structure en tige boucle, dont la
longueur peut varier entre 100 a 1000 nucléotides (Ozsolak, Poling et al. 2008) (Borchert, Lanier
et al. 2006). Deux processus de maturation permettent ensuite, de générer le micoRNA mature a
partir du pri-microRNA (Figure 7) :

(i) Dans le noyau, les pri-microRNA sont clivés par un complexe multiprotéique appelé
« microprocessor », dont le cceur est composé de Drosha, une endonucléase de type RNAse III,
associée a la protéine de liaison aux ARN double brins, DGCR8 aussi appelée Pasha (Partner of
Drosha). Le précurseur pré-microRNA est alors libéré sous forme d’une structure en tige-boucle
de 70 nucléotides (Han, Lee et al. 2006). Il existe une classe de microRNA appelés mirtrons, qui
sont codés a partir de l'intron de certains genes et qui utilisent le mécanisme d’épissage pour
contourner la maturation nucléaire par Drosha (Chan and Slack 2007). Dans les deux cas, le pre-
microRNA formé est ensuite exporté activement hors du noyau par le complexe Exportine-
5/RNA-GTP (Lund, Guttinger et al. 2004).

(ii) Dans le cytoplasme, la maturation du pré-microRNA est réalisée par une autre enzyme de type
RNA 111, appelée Dicer, et ses cofacteurs TRBP (TAR RNA Binding Protein), ainsi que par les
protéines argonautes (Ago) (Hutvagner, McLachlan et al. 2001; Diederichs and Haber 2007). Un
duplexe miRNA-miRNA* d’'une longueur avoisinant les 22 nucléotides est alors libéré. Un seul des
deux brins du duplexe de microRNA, communément appelé le brin « guide », associé a Ago2, est
incorporé au sein du complexe RISC (RNA Induced Silencing Complex) pour guider la répression
de 'expression des messagers cibles. Le brin majoritairement incorporé est celui qui présente

I'interaction a I'extrémité 5’ 1a plus faible thermodynamiquement (Khvorova, Reynolds et al. 2003;
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Hutvagner 2005). L’autre séquence miRNA*, exclue du complexe RISC est ensuite dégradée
(Schwarz, Hutvagner et al. 2003).

La biogénése des microRNA, décrite ci-dessus, est en réalité beaucoup plus complexe. En effet,
chacune de ces étapes est régulée, de maniére spécifique pour chaque microRNA, par de multiples
facteurs protéiques qui influencent l'efficacité de maturation des microRNA (Winter, Jung et al.

2009; Breving and Esquela-Kerscher).
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Figure 7 : Voie canonique de la biogénése des microRNA. Les genes des microRNA sont transcrits dans
le noyau par I’ARN polymérase Il ou Il en transcrits primaires (pri-microRNA). Les sructures tiges boucles
de ces transcrits primaires sont alors excisées par le complexe Drosha-DGCR8 (orange) libérant les pré-
microRNA, qui sont ensuite exportés du noyau par I'Exportin-5-Ran-GTP (violet). Dans le cytoplasme, les
pré-microRNA sont alors maturés par clivage de leur structure en épingle par 'action de la RNAse Dicer,
associée a la protéine de liaison aux ARN double brins TRBP (bleu). Un duplexe de microRNA est alors
formé. Un des deux brins, le brin « fonctionnel » (en rouge) est incorporé au niveau du complexe RISC (RNA
Induced Silencing Complex) contenant la protéine effectrice Argonaute 2 (Ago2). Ce complexe miRISC
s’associe alors de maniére spécifique a un ARNm cible pour réprimer son expression soit par clivage ou
dégradation, soit en inhibant sa traduction. Tandis que l'autre brin (noir) est ensuite dégradé (D’apres
Winter, 2009).
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11.4.2.2. Argonaute 2 : une protéine effectrice essentielle de la voie des
microRNA

La perte de la protéine endogéne Ago2 est associée a la diminution de I'expression et de I'activité
des microRNA matures (Diederichs and Haber 2007; O'Carroll, Mecklenbrauker et al. 2007;
Diederichs, Jung et al. 2008). Cette observation souligne le réle clé des protéines Argonautes dans
la coordination entre la biogénése et 'action des microRNA :

(i) La protéine Ago2 favorise le clivage endonucléolitique en 3’ des pré-microRNA possédant une
trés grande complémentarité de séquences au niveau de leur structure tige boucle. Ce clivage
précede celui réalisé par Dicer et permet d’orienter le chargement du brin 5 de ces ac-pré-
microRNA (Ago2-cleaved-precursor microRNA) dans le complexe RISC (Diederichs and Haber
2007).

(ii) Les protéines Ago 2 constituent également le cceur minimum actif du complexe RISC (Rivas,
Tolia et al. 2005; Hutvagner and Simard 2008).

Les protéines Argonautes, au nombre de quatre dans I'espece humaine, ont un poids moléculaire
d’environ 100 kDa et possédent trois domaines trés conservés, qui leur permettent d’interagir

avec les microRNA (Figure 8) (Sasaki, Shiohama et al. 2003).
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Figure 8: Domaines structuraux de la protéine Argonaute 2. Le domaine PAZ (en jaune) situé a
I'extrémité N-terminale de la protéine (en gris) est important pour lier les microRNA au niveau de leur
extrémité 3’. Le domaine PIWI (en orange), par son domaine catalytique, caractérisé par les résidus DDH
(en rouge), confere a la protéine Ago2 son activité d’endonucléase. Le domaine MC (en bleu foncé), qui
ressemble au domaine de liaison de la coiffe du facteur elF4E, se situe au niveau du domaine central Mid (en
bleu) et permet a la protéine Ago2 de se lier au niveau de la coiffe des ARNm pour réguler la traduction. Les
résidus colorés représentent ceux qui sont conservés avec le domaine de liaison a la coiffe du facteur elF4E
(D’apres Hutvagner, 2008).

Une étude protéomique, réalisée aprés immunoprécipitation des complexes miRNP associés a la
protéine Ago2, montre que plusieurs protéines sont capables d’interagir de maniére directe ou
indirecte avec Ago2. Parmi elles, on trouve des hélicases, des protéines intervenant dans la voie
des microRNA ou dans le métabolisme des ARNm, ainsi que des protéines de liaison aux ARNm,

telles que des hnRNP. Cela suggere que des facteurs auxiliaires peuvent se lier aux protéines Ago
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et modifier leurs fonctions ou leurs interactions avec les microRNA (Hock, Weinmann et al. 2007;
Peters and Meister 2007). Le complexe RISC associé a Ago2 est donc un complexe dynamique
dont I'activité va dépendre non seulement de son interaction avec le microRNA mature, mais aussi

de sa liaison avec d’autres protéines spécifiques.

11.4.2.3. La spécificité de liaison des microRNA sur leurs ARNm cibles

La reconnaissance de I’ARNm cible par le microRNA est primordiale pour permettre une
régulation sélective des ARNm. Elle permet de recruter le complexe RISC au niveau d’'un messager
spécifique, pour réguler sa traduction ou sa dégradation. Cette spécificité est permise grace a une
certaine complémentarité entre la séquence située sur ’ARNm appelée MRE (MicroRNA Response
Element) et la séquence du microRNA.

Chez les plantes, I'appariement du microRNA au niveau de sa cible se fait de maniere presque
parfaite et est suivi du clivage endonucléolytique des ARNm (Jones-Rhoades, Bartel et al. 2006). A
I'inverse, chez les métazoaires, cet appariement est rarement parfait, mais suit des regles qui ont
été établies par des analyses expérimentales et informatiques et qui sont résumées dans la figure
ci-dessous (Figure 9) (Doench and Sharp 2004; Grimson, Farh et al. 2007; Nielsen, Shomron et al.
2007) :
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Figure 9 : Principe de la reconnaissance des ARNm cibles par les microRNA. Les microRNA se fixent le
plus souvent au niveau des régions 3’UTR des ARNm. L’appariement des nucléotides du microRNA avec la
séquence de 'ARNm doit étre parfait au niveau d’'une région d’ancrage appelée « Seed region » comprise
entre les nucléotides 2-8 du coté de l'extrémité 5’'P du microRNA (traits pleins entre les nucléotides
entourés par les rectangles rouge foncé et vert). Au niveau de la séquence de 'ARNm, on retrouve le plus
souvent une adénine (A) en face du nucléotide en position 1 et une adénine ou une uridine (U) en face du
nucléotide en position 9 du microRNA. La séquence de 'ARNm opposée a celle du microRNA entre les
positions 9 et 12 est rarement appariée et forme une boucle qui limite le clivage endonucléolytique de
I'ARNm par Ago2. La séquence opposée a celle de l'extrémité 3’ du microRNA doit étre au moins
complémentaire entre les bases 13 et 16 (rectangle orange) (D’apreés Filipowicz, 2008).
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11.4.2.4. Fonction des microRNA dans la régulation de I'expression des
génes

Les microRNA exercent leurs fonctions en s’associant avec les protéines de la famille Argonaute
au sein du complexe RISC. Cependant, les mécanismes précis utilisés par les microRNA pour

réguler I'expression des génes ne sont pas encore clairement établis.

Plusieurs hypotheses permettant d’expliquer I'effet répresseur des microRNA sur I'expression des
génes ont été émises :

(i) Les microRNA pourraient entrainer une terminaison précoce de la traduction par détachement
des ribosomes de 'ARNm (Petersen, Bordeleau et al. 2006; Karaa, lacovoni et al. 2009) (Figure 10
(A).

(i) Nottrott a émis une hypotheése alternative selon laquelle la machinerie des microRNA peut
recruter une enzyme protéolytique non identifiée, qui dégrade le peptide naissant (Figure 10 (B))
(Nottrott, Simard et al. 2006). Cette hypothese est basée sur l'observation suivante: les
polypeptides naissant d'un rapporteur étiqueté Myc en position N-terminale ne sont pas détectés
par immunoprécipitation des extraits polysomiques, lorsque 'ARNm rapporteur est sous le
controle du microRNA let-7.

(iii) Un autre modeéle propose que l'inhibition de la traduction engendrée par les microRNA
résulte d’'un blocage de l'initiation de la traduction. L’équipe de Kiriakidou a montré que le
domaine central de la protéine Ago2 présente une certaine homologie avec le domaine de liaison a
la coiffe du facteur elF4E (Annexe 2). En effet, un motif MC, localisé dans le domaine central, de la
protéine contient deux résidus phénylalanine (F47 et F505) indispensables a la liaison d’Ago2 au
niveau de la coiffe des ARNm, mais aussi a sa fonction répressive sur la machinerie de traduction.
Il propose alors un modele dans lequel la protéine Ago2 entre en compétition avec le facteur
elF4E pour se lier a la coiffe des ARNm et inhiber leur traduction (Kiriakidou, Tan et al. 2007)
(Figure 10 (C)).

(iv) Une autre étude, menée par Chendrimada, suggére que les microRNA peuvent inhiber
I'initiation de la traduction par un mécanisme différent, en empéchant la liaison de la sous-unité
ribosomique 60S a la sous-unité 40S. En utilisant des cellules humaines, les auteurs montrent que
la protéine Ago2 se lie au facteur de traduction elF6. elF6 est un facteur de l'initiation de la
traduction qui inhibe l'association des sous-unités 60S et 40S, pour permettre a chaque unité
d’intervenir dans un nouveau cycle de traduction. Dans des cellules HeLa, I'inhibition d’elF6 par
stratégie siRNA leve I'inhibition de la traduction de génes rapporteurs, engendrée par les miARN.
Ainsi, Ago2, en interagissant avec le facteur elF6, au sein du complexe RISC, pourrait bloquer le

recrutement de la sous-unité 60S sur des ARNm contenant des sites d’interactions de microRNA
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(Chendrimada, Finn et al. 2007) (Figure 10 (D)).

A Inhibition of translation elongation B Co-translational protein degradation

Proteolysis RISC

D Inhibition of ribosomal subunit joining

E Inhibition of mRNA circularization F Deadenylation and decapping
through deadenylation

elF4G

Decapping
CCR4 CCR4
NOT =hahnke, NOT
<
CAF1 CAF1

RISC Deadenylation

RISC Deadenylation

Figure 10 : Mécanismes de répression des génes par les microRNA. (A) Inhibition par les microRNA de
la post-initiation de la traduction. Les microRNA (rouge) répriment la traduction de leur ARNm cible en
bloquant I'élongation de la traduction et en favorisant la dissociation prématurée des ribosomes. (B)
Dégradation cotraductionnelle de la protéine naissante. Ce modele propose que la traduction n’est pas
inhibée mais plutot que le peptide naissant est dégradé de maniere cotraductionnelle.

(C-E)Inhibition de I'étape d’initiation de la traduction par les microRNA. (C) La protéine Argonaute entre en
compétition avec elF4E pour la liaison sur la coiffe (cercle bleu cyan). (D) Les protéines Argonautes
pourraient recruter le facteur elF6, qui empéche la sous unité ribosomique 60S de se lier a la sous unité
40S.(E) Les microRNA , associés a la protéine Argonaute peuvent induire la déadénylation des ARNm qui
déstructure la forme circulaire de 'ARNm, nécessaire a l'efficacité de traduction. (F)Les microRNA
favorisent la dégradation des ARNm en accélérant leur déadénylation ou leur décoiffage. Plusieurs
protéines sont requises pour ces processus : les composants du complexe de déadénylase (CAF-1, CCR4, le
complexe NOT), I'enzyme de décoiffage DCP2 (cercle bleu clair) et ses coactivateurs ( cercle bleu foncé). Le
complexe minimal RISC, comprenant la protéine Argonaute (jaune) et la protéine GW182 (vert) est
représenté sur cette figure. Les ARNm sont représentés dans leur conformation circulaire, formée grace a
I'interaction de la protéine cytoplasmique liant la queue de poly (A) PABPC1 avec le facteur d’initiation de la
traduction elF4G, qui est lui méme lié au facteur elF4E qui interagit avec la coiffe des ARNm (d’apres Eulalio
2008).
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(v) Les microRNA ont également un réle dans la déstabilisation des ARNm (Figure 10 (E et F).
Plusieurs études révelent que la surexpression ou la sous-expression des microRNA est corrélée a
des variations de l'expression de leurs ARNm cibles (Bagga, Bracht et al. 2005; Krutzfeldt,
Rajewsky et al. 2005; Lim, Lau et al. 2005; Giraldez, Mishima et al. 2006). De plus, plusieurs études
montrent que les microRNA peuvent accélérer les processus de déadénylation et de décoiffage de
leurs ARNm cibles, deux phénomenes primordiaux pour initier la dégradation des ARNm (Behm-
Ansmant, Rehwinkel et al. 2006; Giraldez, Mishima et al. 2006; Wu, Fan et al. 2006; Eulalio,
Rehwinkel et al. 2007).

Enfin, les microRNA, leurs ARNm cibles, et les protéines Argonautes sont retrouvés dans de
petites structures cytoplasmiques ribonucléoprotéiques appelées P-Bodies. Les P-Bodies
contiennent également de nombreux composants de la voie de dégradation des ARNm, mais sont
dépourvues de ribosomes et de certains facteurs de traduction. La détection des protéines
Argonautes, des microRNA et de leurs cibles dans les P-Bodies a permis de proposer un modéle
selon lequel les ARNm, sur lesquels se fixent les microRNA, sont sequestrés au niveau de ces
structures et sont donc séparés des structures polysomiques nécessaires pour leur traduction

(Eulalio, Behm-Ansmant et al. 2007; Parker and Sheth 2007; Eulalio, Huntzinger et al. 2008).

11.4.3. Les interconnections entre les différents facteurs trans

Le devenir d'un ARNm ne résulte pas de I'interaction d’'un unique facteur trans, mais de la liaison
coordonnée de plusieurs facteurs protéiques ou microRNA. Les exemples développés ci-dessous
illustrent 'existence d’interconnections entre ces différents facteurs et soulignent la complexité

des mécanismes post-transcriptionnels dans la régulation de I'expression des genes

11.4.3.1. Régulation croisée de I’expression des facteurs trans

Il existe des boucles d’autorégulation de 'expression des facteurs trans entre eux (Figure 11). Les
travaux de Pullmann montrent que, dans des cellules Hela, I'expression des RNA-BP est influencée
par des mécanismes post-transcriptionnels, mettant en jeu des interactions entre les différentes
RNA-BP. Par exemple, I'expression de TIA-1 est contrdélée par HuR qui stabilise son ARNm et par
TIAR qui réprime sa traduction (Pullmann, Kim et al. 2007). AUF1 est capable de réguler sa
propre expression, en se liant sur deux sites de liaison présents au niveau de sa région 3’UTR
(Wilson, Sun et al. 1999; Banihashemi, Wilson et al. 2006).

L’expression des RNA-BP peut également étre régulée par des microRNA. Par exemple,

I'expression de HuR est inversement corrélée a 'expression des microRNA miR-125a, miR-519, et
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miR-16. Des essais rapporteurs et des analyses par RT-qPCR montrent que HuR est la cible directe
de ces microRNA, qui répriment son expression (Abdelmohsen, Srikantan et al. 2008; Guo, Wu et
al. 2009; Xu, Zhang et al.). D’autres protéines de liaison aux ARNm sont régulées par des
microRNA, telles que TTP ,qui est régulée par miR-29a, ou HuD, dont I'expression est réprimée
par miR-375 (Gebeshuber, Zatloukal et al. 2009; Abdelmohsen, Hutchison et al.). De plus, les
travaux de Eiring illustrent élégamment une boucle d’autorégulation entre une RNA-BP et un
microRNA. Lorsque la différentiation des progéniteurs myéloides est inhibée, la protéine de
liaison aux ARNm, hnRNPEZ2, inhibe la traduction de 'TARNm C/EBP¢, qui code pour un facteur de
transcription. Lors de la différenciation, hnRNP E2 est inhibée par miR-328, levant ainsi la
répression de la traduction de 'ARNm C/EBPoa. C/EBPa est alors traduit et stimule la
transcription de miR-328, créant ainsi une boucle d’autorégulation qui renforce la répression de
hnRBP E2 et qui permet de réguler finement le processus de différenciation (Eiring, Harb et al. ;
Beitzinger and Meister).

Enfin, les protéines de liaison aux ARNm régulent également la maturation des microRNA. Par
exemple, hnRNPA1 peut se lier au niveau de la boucle terminale des pri-microRNA et induire un
changement de conformation, qui facilite le clivage du pri-miR18a par le complexe Drosha
/DGCR8 (Guil and Caceres 2007; Michlewski, Guil et al. 2008). Une autre étude récente montre
que hnRNP A1 peut également inhiber la maturation par Drosha du pri-let-7a, en interférant avec
la liaison de KSRP qui favorise la biogénése de let-7 (Michlewski and Caceres). KSRP peut
également favoriser la maturation cytoplasmique par Dicer de pré-microRNA tels que pré-miR-16,
pré-miR-20, pré-miR-26b, pré-miR-106a et pré-miR-21 (Trabucchi, Briata et al. 2009). La protéine
de liaison aux ARNm, Lin 28 inhibe la maturation exercée par Drosha et Dicer des microRNA let-7
et miR-125. Inversement, miR-125 et let-7 répriment l'expression de Lin 28 crééant ainsi une
boucle d’autorégulation négative de l'expression de ces facteurs trans (Breving and Esquela-

Kerscher).
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Lin28 —— la maturation par Drosha et Dicer des microRNA let-7 et miR-125
+
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Figure 11: Régulation croisée de l'expression des facteurs trans. (A) Il existe des boucles
d’autorégulation de I'expression des RNA-BP entre-elles. (B) L’expression des RNA-BP peut étre régulée par
des microRNA. (C) Les RNA-BP peuvent modifier la maturation nucléaire et cytoplasmique des microRNA.

11.4.3.2. Effet coopératif ou compétitif entre les facteurs trans

Les facteurs trans peuvent agir de maniére synergique ou coopérer pour réguler 'expression
spécifique de certains ARNm. Par exemple, dans des cellules de macrophages, TIA-1 et HuR
agissent de maniére synergique pour réprimer la traduction de plusieurs -cytokines
inflammatoires (Katsanou, Papadaki et al. 2005). De méme, la liaison de AUF1 et de TIAR permet
de réprimer de maniere additive 'expression de gadd45, AUF1 en favorisant la dégradation de
I’ARNm et TIAR en inhibant sa traduction (Lal, Abdelmohsen et al. 2006). Parfois la liaison d’une
premiere protéine est nécessaire pour la liaison d’un autre facteur trans. Par exemple, la liaison de
la RNA-BP, appelée Unr, au niveau de la structure IRES d’ApafI ou celle de hnRNPE1 au niveau de
I'IRES de Bag-1, permet 'ouverture de certaines boucles de la structure IRES autorisant ainsi la
fixation de PTB, une autre protéine de liaison aux ARNm. PTB recrute alors les ribosomes pour
favoriser la traduction de I'IRES de ces ARNm (Mitchell, Spriggs et al. 2003; Pickering, Mitchell et
al. 2003). Les protéines de liaison aux ARNm peuvent également coopérer avec les microRNA
pour réprimer l'expression spécifique de certains ARNm. Par exemple, la liaison de HuR sur

I’ARNm de c-myc est nécessaire pour permettre la répression de I'expression de c-myc exercée par
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let-7 (Kim, Kuwano et al. 2009). De méme, le role de miR-16 dans la déstabilisation de 'ARNm de
TNFa requiert TTP, qui interagit avec Ago2 au sein du complexe miRISC (Jing, Huang et al. 2005).
L’'importine 8 est également un composant essentiel du complexe miRNP et facilite le recrutement
des protéines Argonautes sur les sites MRE présents dans les régions 3’'UTR des ARNm cibles
(Weinmann, Hock et al. 2009).

Dans d’autres cas, les facteurs trans peuvent entrer en compétition pour la liaison sur un site
spécifique de TARNm. Par exemple, HuR et CUGBP2 entrent en compétition pour la liaison sur une
séquence ARE située sur 'ARNm de cox-2. Des irradiations de cellules de carcinomes de colon
engendrent un changement de liaison entre les deux RNA-BP. La liaison de CUGBP2, qui réprime
la traduction de 'ARNm de cox2, empéche celle de HuR qui 'active, induisant ainsi une perte de
I'expression de cox-2 (Sureban, Murmu et al. 2007). Une RNA-BP peut aussi entrer en compétition
avec un microRNA pour se fixer sur une séquence spécifique d'un ARNm. Par exemple, la protéine
de liaison aux ARNm, Dnd1, en se fixant sur des séquences riches en uridine présentes au niveau
des 3'UTR des ARNm de LATSZ et de la connexine 43, bloque l'accessibilité des microRNA
respectifs, miR-372 et miR1-206 sur leurs sites spécifiques d’interactions (Kedde, Strasser et al.
2007). De méme, lors d'une stimulation inflammatoire par le ligand S100, hnRNPK est exportée
hors du noyau. hnRNPK se lie alors a une séquence spécifique du 3’'UTR de cox-2 et empéche la
fixation de miR-16 au niveau de cette séquence, levant ainsi I'inhibition de I'expression de cox-2

exercée par mir-16 (Shanmugam, Reddy et al. 2008).

11.4.3.3. Régulation de I'activité d’'un microRNA ou de la localisation
cellulaire de la miRNP par une RNA-BP

Les travaux de Bhattacharyya montrent que la liaison d’'une RNA-BP sur un ARNm peut induire sa
relocalisation cellulaire et influencer ainsi I'expression d’'un ARNm. L’ARNm de cat-1 est réprimé
par miR-122 au niveau des P-Bodies. Lors d’'une privation en sérum, la liaison de HuR a 'ARNm de
cat-1 induit un recrutement du complexe miRNP vers les polysomes et leve ainsi la répression de
la traduction exercée par miR-122 (Bhattacharyya, Habermacher et al. 2006).

Dans certaines conditions, un microRNA est capable d’activer la traduction et cet effet est corrélé
a la liaison d’'une RNA-BP sur 'ARNm cible. En effet, les travaux de Vansudevan émettent
I’hypotheése que, lors d’un arrét du cycle cellulaire provoqué par une privation en sérum, miR-369-
3 ne réprime pas l'expression de ’ARNm de TNFa, mais active sa traduction. Cet effet est associé

au recrutement de la protéine FXR1 au sein de la miRNP (Vasudevan and Steitz 2007).
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lll. Régulation de la traduction sous UV

L’'inhibition de la traduction observée sous certaines conditions de stress, telles que les
irradiations aux UV, permet de limiter la consommation d’énergie, estimée a plus de 50% de
I'énergie de la cellule (Buttgereit and Brand 1995), pour le seul processus de la traduction et de
rediriger les efforts vers la réparation des dommages ou la mise en place des mécanismes de
survie. Pourtant une analyse a grande échelle réalisée a partir de fractionnements polysomiques
dans des cellules exposées aux UV, révele que certains ARNm résistent a I'inhibition générale de la
traduction sous UV (Mazan-Mamczarz, Kawai et al. 2005; Powley, Kondrashov et al. 2009).
Cependant les mécanismes par lesquels certains ARNm résistent a 'inhibition de la traduction ne

sont pas encore clairement élucidés.

lni.1. Inhibition de la traduction générale des ARNm sous UV

L’inhibition générale de la traduction observée sous différents stress, endommageant ’'ADN ou
induisant I'apoptose, peut étre expliquée par différents mécanismes dont certains impliquent, par
exemple, I'inhibition de la voie mTOR. Ces mécanismes sont décrits dans les revues suivantes
(Sheikh and Fornace 1999; Clemens 2001; Gebauer and Hentze 2004; Holcik and Sonenberg 2005;
Reiling and Sabatini 2006; Yamasaki and Anderson 2008). Nous n’exposerons pas dans ce
paragraphe 'ensemble de ces mécanismes de maniere exhaustive, mais nous nous focaliserons

sur les mécanismes les plus décrits dans la littérature pour inhiber la traduction générale sous UV.

lll.1.1.Inhibition de I’expression de certains facteurs canoniques de la
traduction sous UV par la protéine TIAR

Les travaux de Mazan-Mamczarz et al. ont mis en évidence que la protéine de liaison aux ARNm,
TIAR participe a I'inhibition globale de la traduction sous UVC (Mazan-Mamczarz, Lal et al. 2006).
En effet, cette étude montre que la sous-expression de cette protéine par des expériences
d’interférence a I'ARN, empéche I'inhibition globale de la traduction induite par les UVC. TIAR
réprime, sous UV, la traduction de certains facteurs canoniques de la traduction, tels que elF44,
elF4E, eEF1B (Annexe 2), ainsi que la traduction de c-myc qui contréle lui-méme la transcription

de plusieurs facteurs canoniques de la traduction.
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111.1.2.Régulation de la formation du complexe ternaire eiF2-GTP-ANRt ™" par
phosphorylation de elF2a sous UV

Lors de l'initiation de la traduction, la liaison de 'ARNtmet 3 la sous-unité ribosomique 40S
nécessite un complexe ternaire, qui est constitué du facteur initiation elF2, du GTP et du Met-
ARNti met, La liaison du GTP a elF2 est I'étape limitante de 'assemblement du complexe ternaire, et
I’échange du GDP en GTP est catalysé par la GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor) elF2B. En
réponse a une irradiation sous UV, la sous-unité a du facteur elF2 est phosphorylée au niveau de
la sérine 51 par les kinases GCN2 et PERK (Deng, Harding et al. 2002; Wu, Hu et al. 2002; Jiang and
Wek 2005). La phosphorylation de elF2a induit une augmentation de son affinité pour elF2B, qui
est alors séquestré au sein du complexe inactif eIF2aP-elF2B. Par conséquent, I'’échange du GDP en
GTP du complexe elF2 est inhibé (Pavitt, Ramaiah et al. 1998; Sudhakar, Ramachandran et al.
2000). Le complexe ternaire de l'initiation ne peut plus se reformer, et la traduction globale de la
plupart des ARNm est alors inhibée (Holcik and Sonenberg 2005) (Figure 12). Etant donné que
elF2B est présent en quantité limitante dans la cellule, méme une faible augmentation de la
phosphorylation du facteur elF2a aura des conséquences notables sur la formation du complexe
ternaire et sur la traduction (Hershey 1991). La phosphorylation du facteur elF2a, lors d’'un
stress, initie la formation de structures cytoplasmiques appelées stress granules. Les stress
granules sont la conséquence de I'accumulation cytoplasmique des protéines de liaison aux
ARNm, TIAR et TIA-1. En effet suite a une déplétion du complexe eiF2-GTP-tRNAmet; les protéines
TIAR et TIA-1, localisées dans le cytoplasme, favorisent 'assemblement d’'un complexe de pré-
initiation inactif, déficient en elF2/elF5 (Annexe 2), au niveau des ARNm dont la traduction est
inhibée. Ces différents complexes s’agregent alors pour former les stress granule (Kedersha,
Gupta et al. 1999). Il existe un équilibre dynamique entre le pool ’ARNm présent dans les SG et
celui présent dans les polysomes. Des qu'un nouveau complexe ternaire contenant elF5-elF2 est
reformé, il déplace la liaison de TIA-1 et le transcrit peut étre de nouveau traduit (Anderson and

Kedersha 2002).
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Figure 12 : Régulation du complexe ternaire de I'initiation de la traduction par phosphorylation du
facteur elF2a. Le complexe ternaire actif est composé du ARNtmet, et du facteur elF2a lié au GTP. Lors de
I'initiation de la traduction, la molécule de GTP est hydrolysée. L’échange du GDP en GTP au niveau du
facteur elF2a est nécessaire pour former un nouveau complexe ternaire actif. Cet échange est catalysé par
le facteur elF2B. Sous UV, la phosphorylation de la sous-unité o du facteur elF2 par les kinases PERK et
GCN2, empéche sa dissociation avec le facteur elF2B, et induit la séquestration d'un complexe elF2-elF2B -
GDP inactif. L’échange du GDP en GTP est alors inhibé. Par conséquent, le complexe ternaire d’initiation de
la traduction elF2-GTP-Met-ARNtimet ne peut pas se reformer et la traduction globale des ARNm est inhibée
(d’apres Holcik, 2005).

l1l.1.3.Régulation de la formation du complexe d’initiation de la traduction
elF4F sous UV

L’initiation de la traduction dépendante de la coiffe commence par la formation du complexe
d’initiation 43S, qui est ensuite recruté au niveau de la coiffe des ARNm par son interaction avec le

complexe elF4F. elF4F est composé de plusieurs protéines qui incluent :
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(i) elF4E qui se lie physiquement sur la coiffe des ARNm ;

(ii) elF4A qui via son activité ARN-hélicase ATP-dépendante permet, de dérouler les structures
secondaires ;

(iii) elF4G qui peut étre considéré comme un adaptateur moléculaire. Il relie en effet d’'une part,
elF4E au complexe 43S et augmente l'affinité de ce dernier pour la coiffe des ARNm (Gross,
Moerke et al. 2003) et d’autre part, la protéine PABP (Poly (A) Binding Protein), liée a la queue
poly (A) de I'extrémité 3’'UTR des ARNm, au complexe d’initiation de la traduction.

L’interaction elF4E-elF4G est régulée par des protéines appelées 4E-BP (4E-Binding Protein). Ces
protéines entrent en compétition avec le facteur elF4G pour se lier a elF4E, empéchant ainsi la
formation du complexe elF4F (Pause, Belsham et al. 1994) (Poulin, Gingras et al. 1998)
(Marcotrigiano, Gingras et al. 1999). L'interaction entre les protéines 4E-BP et elF4E va dépendre
de I'état de phosphorylation des protéines 4E-BP (Karim, Hughes et al. 2001). L’affinité des
protéines 4E-BP pour elF4E est diminuée quand elles sont sous la forme hyperphosphorylée, et
elF4E est alors disponible pour se fixer sur elF4G et initier la traduction (Figure 13). Sous
certaines conditions de stress qui bloquent la prolifération cellulaire ou induisent 'apoptose, la
phosphorylation des protéines 4E-BP est diminuée et la traduction est inhibée (Sheikh and

Fornace 1999; Clemens 2001).

Translation blocked

3’ Translation active

Figure 13 : Liaison compétitive entre 4E-BP (sous sa forme hypophosphorylée) et eIF4G pour le site
d’interaction de eIF4E. Les protéines 4E-BP en se liant au facteur elF4E, empéchent 'interaction entre
elF4E et elF4G et inhibent la traduction. Lorsque les protéines 4E-BP sont phosphorylées, elles ne peuvent
plus se lier a elF4E. elF4E est alors disponible pour interagir avec elF4G et former le complexe elF4F
nécessaire a la traduction dépendante de la coiffe (d’aprés Gebauer F,2004).

I a été également rapporté que le facteur elF4G peut étre phosphorylé par la protéine PAK2 (P21

Activated protein Kinase 2), qui est activée en réponse aux dommages a I’ADN, tels que les
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radiations ionisantes, les UV et le cisplatine (Roig and Traugh 1999). La phosphorylation du
facteur elF4G limite sa liaison a eIF4E et inhibe la traduction (Ling, Morley et al. 2005).

Enfin, on observe également un clivage des facteurs elF4G, elF2a, elF4B, elF3 (Annexe 2) et des
protéines 4E-BP au cours de I'apoptose induite par différents stress, qui renforce I'inhibition
générale de la traduction observée sous stress (Marissen, Gradi et al. 2000) (Bushell, Poncet et al.

2000; Clemens, Bushell et al. 2000; Jeffrey, Bushell et al. 2002; Morley, Coldwell et al. 2005).

11.2. Mécanismes cytoplasmiques post-transcriptionnels permettant a
certains genes de résister a I'inhibition générale de la traduction sous UV

11.2.1.R6le de séquences ou de structures spécifiques situées dans la région
5’UTR des ARNm dans la régulation de la traduction sélective des ARNm
sous UV

Régulation de la traduction spécifique de certains ARNm sous UV par des petits cadres de

lecture situés en amont du codon d’initiation.

Les uORF (Upstream Open Reading Frame) sont de petits cadres de lecture situés dans la région
5'UTR, en amont du codon principal AUG. Aprés la reconnaissance et la traduction d’'un uORF, le
ribosome peut rester associé a '’ARNm et continuer le balayage de la région 5’UTR, pour réinitier
la traduction au niveau d'un autre uORF ou au niveau de I'ORF principal du gene. Certaines
séquences uORF sont riches en nucléotides AU et favorisent la poursuite du balayage de la région
5'UTR par le ribosome et donc la réinitiation du codon en aval. Alors que d’autres uORF peuvent
étre entourés de séquences souvent riches en GC qui favorisent le détachement des ribosomes
(Dever 2002). Lorsque la quantité de complexes ternaires est suffisante, le ribosome peut traduire
le premier uORF et réinitier la traduction des uORF suivants jusqu’a la rencontre d’'un uORF
inhibiteur, qui provoque la dissociation et le détachement des ribosomes. Lorsque la
concentration en complexes ternaires est limitée, les ribosomes doivent balayer une plus longue
distance au niveau de la région 5’UTR avant de se lier a de nouveaux complexes ternaires Met-
tRNA; met C’est pourquoi les ribosomes balayent la région 5'UTR sans traduire les uORF
inhibiteurs et deviennent compétants pour réinitier la traduction seulement au niveau du codon
d’initiation de I'ORF principal. La disponibilit¢é du complexe ternaire est donc le facteur
déterminant qui permet de contréler les sites de réinitiation de la traduction de certains genes et
qui explique 'augmentation paradoxale de la traduction de certains ARNm, observée dans des
conditions ou la traduction est inhibée par phosphorylation du facteur elF2a (Figure 14). Des
travaux récents de I'équipe de Powley montrent que la phosphorylation de elF2a suite a une

exposition aux UV, induit une reprogrammation de la traduction de nombreux génes impliqués
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dans la réparation des dommages a ’'ADN tels que ERCC1, ERCC5, DDB1 par un mécanisme relié a
la présence de petits uORF dans leur région 5’UTR (Powley, Kondrashov et al. 2009).
L’augmentation de la traduction de ces ARNm sous UV est dépendante de 'activation de la voie

DNA-PK.
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Figure 14 : Représentation schématique du role de petits uORF dans la traduction spécifique des
ARNm sous stress. Il existe des petits cadres de lecture qui permettent la réinitiation de la traduction
(uORFa) et des petits cadres de lecture « inhibiteurs » qui favorisent la dissociation des ribosomes (uORFji).
(A)Dans des conditions ou la quantité de complexe ternaire est suffisante, le ribosome peut traduire le
premier uORFa et réinitier la traduction des uORF suivants jusqu’a la rencontre d’'uORF inhibiteur, qui
provoque la dissociation et le détachement des ribosomes. (B) Lorsque la concentration de complexe
ternaire est limitée, les ribosomes doivent balayer une plus longue distance au niveau de la région 5’UTR
avant de se recharger en complexes ternaires Met-tRNA;met C’est pourquoi les ribosomes balayent la région
5’UTR sans traduire les uORF inhibiteurs et deviennent compétants pour réinitier la traduction seulement
au niveau du codon d’initiation de I'ORF principal (D’aprés Kondrashov, 2009).

Régulation de la traduction spécifique de certains génes sous stress par recrutement des

ribosomes au niveau de structures IRES

Les IRES cellulaires facilitent, par leur structure secondaire, la liaison directe des ribosomes
indépendamment de la formation du complexe elF4F au niveau de la coiffe. Ils permettent donc la
traduction sélective de messagers dans des conditions ou la traduction dépendante de la coiffe est
compromise par des stress physiologiques, qui induisent une déphosphorylation de 4E-BP et/ou

un clivage protéolytique de elF4G. Les genes régulés par les structures IRES ont souvent un réle
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dans la prolifération, la croissance ou la mort cellulaire. Leur traduction sélective sous stress est
donc un moyen pour les cellules de s’adapter aux nouvelles conditions environnementales. Par
exemple Apafl, qui est un composant essentiel de la formation de I'apoptosome et de I'activation
de la cascade de caspases, est traduit sélectivement sous UV par un mécanisme dépendant d'une
séquence IRES. Sa traduction permet donc de contréler la mort cellulaire sous UV (Ungureanu,
Cloutier et al. 2006). La traduction de la sérine hydroxymethyl transférase 1 (SHMT1) est
également régulée sous UV grace a une séquence IRES présente dans sa région 5’UTR. SHMT1
permet de réguler la synthese « de novo » des nucléotides de thymidine. Sa traduction spécifique
sous UV lui confére donc un role dans la réparation des dommages a I’ADN induits par les UV (Fox,

Shin et al. 2009).

111.2.2.Régulation des facteurs trans sous UV et leur role dans la régulation de
I’expression spécifique des génes sous UV

Régulation de I'expression des microRNA sous UV

Une étude récente utilisant des puces a ADN observe, sur deux lignées cellulaires différentes
(cellules Hela et fibroblastes primaires humains), une variation de I'expression des microRNA
sous UV. Il est intéressant de noter que la variation de certains microRNA est spécifique de la
lignée cellulaire. Par exemple l'expression de miR-26a diminue dans les fibroblastes primaires
humains, alors que son expression est inchangée dans les cellules Hela. Cette étude montre
également que la surexpression de miR-16 sous UV diminue 'expression de CDC25a, une cycline
impliquée dans le contrdle du cycle cellulaire, et contribue ainsi au controle de la prolifération

cellulaire sous UV (Pothof, Verkaik et al. 2009).

Régulation de 'expression des protéines de liaison aux ARNm sous UV

L’expression de certaines RNA-BP, telles hnRNPA 18 et hnRNPH 2, est augmentée sous UV (Yang
and Carrier 2001; Fox, Shin et al. 2009). Comme hnRNPH 2 se lie a I'IRES de SHMT1 et favorise sa
traduction (Fox and Stover 2009), 'augmentation de I'expression de hnRNPH2 est associée a une

augmentation de la traduction de SHMT1 sous UV (Fox, Shin et al. 2009).

Régulation de la localisation cellulaire des protéines de liaison aux ARNm sous UV

Bien que la majorité des protéines de liaison a 'ARNm soit localisée au niveau nucléaire, sous
certaines conditions de stress, telles que les irradiations aux UV, les protéines sont exportées vers
le cytoplasme ou elles peuvent alors controler la stabilité ou la traduction des ARNm. Par exemple,

les protéines HnRNPA 1, HuR, CUGBP1, HnRNPA 18 et AUF1 sont délocalisées du noyau vers le
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cytoplasme sous UV (Wang, Furneaux et al. 2000; Yang and Carrier 2001; Lal, Mazan-Mamczarz et
al. 2004; Cammas, Pileur et al. 2007; Li, Si et al. 2008; Fox, Shin et al. 2009). Cette délocalisation
est associée a l'activation de certaines voies de signalisation. Par exemple, la délocalisation de
HuR et de HnRNPA 1 sous UV est dépendante de l'activation de la voie P38-MAPK (van der
Houven van Oordt, Diaz-Meco et al. 2000; Li, Si et al. 2008). Ainsi, dans le cytoplasme certaines
RNA-BP favorisent la stabilisation des ARNm. Par exemple, hnRPA 18 se fixe sur 'TARNm de RPAZ
et le stabilise (Yang and Carrier 2001). De méme, la fixation de HuR sur les ARNm de pZ21 et de
CEBP¢ favorise leur stabilisation (Wang, Furneaux et al. 2000; Li, Si et al. 2008). Dans d’autres cas,
la translocation cytoplasmique des protéines de liaison aux ARNm est associée a une
augmentation sélective de la traduction des ARNm. Par exemple, HuR augmente la traduction sous
UV de p53 et de la prothymosine o (Mazan-Mamczarz, Galban et al. 2003; Lal, Kawai et al. 2005) et
CUGBP1 coopere avec hnRNPH pour favoriser la traduction IRES dépendante de SHMT1 (Fox, Shin
et al. 2009). Mais la translocation d’'une protéine de liaison aux ARNm peut également réguler
négativement la traduction d'un ARNm. Par exemple, sous UV, hnRPA 1 est relocalisée dans le

cytoplasme et réprime la traduction d’Apafl (Cammas, Pileur et al. 2007).

Régulation de la liaison des RNA-BP sur leur ARNm cible sous UV

Les travaux menés par Yang montrent que la liaison de hnRNPA 18 a son ARNm cible est régulée
sous UV. En effet, sous UV, la phosphorylation de hnRNPA 18 par la kinase GSK3f augmente
I'interaction de hnRNPA 18 a la région 3’'UTR de '’ARNm de la thioredoxin et augmente ainsi sa
traduction (Yang, Weber et al. 2006).

Ainsi certaines régulations des facteurs trans sous UV, renforcent parfois l'inhibition de la
traduction générale sous UV, en inhibant I'expression spécifique de certains génes. Mais d’autres
régulations de facteurs trans peuvent également intervenir dans différents mécanismes, qui

permettent a certains genes de résister a I'inhibition générale de la traduction induite par les UV.
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Objectifs de I’étude

Lors de différents stress génotoxiques ou oxydatifs, une reprogrammation rapide, spécifique et
hautement controlée des geénes est nécessaire, pour permettre aux cellules de s’adapter
rapidement et efficacement aux nouvelles conditions environnementales, en activant les
mécanismes de défense cellulaire, qui favorisent la survie ou induisent I'apoptose. L’analyse de la
distribution des ARNm dans les fractions polysomiques révele que la traduction de la plupart des
ARNm est inhibée sous différents stress. Pourtant, certains ARNm résistent a cette inhibition de la
traduction, sans que les mécanismes ne soient totalement élucidés (Johannes, Carter et al. 1999;
Blais, Filipenko et al. 2004; Mazan-Mamczarz, Kawai et al. 2005; Bushell, Stoneley et al. 2006)
(Johannes and Sarnow 1998; Spriggs, Stoneley et al. 2008; Powley, Kondrashov et al. 2009).

Afin d’étendre la compréhension de ces mécanismes, nous nous sommes intéressés a la régulation
du géne de réponse précoce rhoB, sous UV. RhoB joue un role essentiel dans la réponse des
kératinocytes sous UV, en les protégeant de I'apoptose induite par les UV (Canguilhem, Pradines
et al. 2005). Son réle est donc important dans le maintient de I'intégrité de I'épiderme, pour que la
peau puisse jouer son réle de barriére vis-a-vis des agressions environnementales, telles que les
irradiations aux UV. L’expression de RhoB est induite sous UV et résulte d'une augmentation de
'activité de son promoteur mais aussi d’'une augmentation de la stabilité de son ARNm (Fritz and
Kaina 1997; Fritz and Kaina 2001; Canguilhem, Pradines et al. 2005; Westmark, Bartleson et al.
2005). L’ARNm de rhoB présente plusieurs caractéristiques intéressantes, qui suggerent qu'’il
pourrait étre régulé au niveau traductionnel : il s’agit d’'un gene sans intron, codant un ARNm avec
une longue région 3'UTR de 1,4 kb, trés conservée entre les différentes especes(Westmark,
Bartleson et al. 2005). Cette région est un élément de réponse aux facteurs de croissance et au
cisplatine (Malcolm, Ettehadieh et al. 2003). La protéine de liaison aux ARNm, HuR est capable de
se lier a la région 3’'UTR de rhoB (Westmark, Bartleson et al. 2005). Des articles trés récents
mettent en évidence que 'ARNm de rhoB peut étre régulé par des microRNA, qui interagissent

avec des séquences présentes dans sa région 3’'UTR (Connolly, Van Doorslaer et al. ; Sun, Li et al.).

De plus, comme nous l'avons décrit précédemment dans l'introduction (§1.3 et §1.4.3) rhoB
présente certaines caractéristiques de géne suppresseur de tumeur et son expression est
diminuée dans un certain nombre de tumeurs sans que les mécanismes ne soient totalement
établis (Mazieres, Antonia et al. 2004) (Adnane, Muro-Cacho et al. 2002) (Forget, Desrosiers et al.
2002) (Zhou, Zhu et al.).
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Cette étude présente donc un double intérét :

- Elle contribue a comprendre comment des génes sont sélectivement traduits sous un
stress, tel que les UV, pour participer a la réponse cellulaire vis-a-vis des dommages a
I’ADN.

- Elle permet d’etudier un nouveau niveau de régulation de I'expression de rhoB, dans la
perspective de trouver une explication possible a la dérégulation de I'expression de RhoB

observée dans plusieurs types de cancers.

Les objectifs de cette étude ont été les suivants :

(i) Déterminer l'efficacité de traduction de 'TARNm de rhoB sous UV, dans des conditions ou la
traduction générale des ARNm est inhibée.

(ii) Etudier I'implication de la région 3’'UTR de rhoB dans la régulation traductionnelle de rhoB
sous UV.

(iii) Identifier la séquence cis-régulatrice intervenant dans la régulation traductionnelle de
rhoB sous UV.

(iv) Identifier les facteurs trans qui participent a la régulation traductionnelle de rhoB sous
UVv.

(v) Etudier la conséquence fonctionnelle sur 'apoptose de la régulation de la traduction de

rhoB sous UV par les facteurs trans identifiés.
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Résultats

I. rhoB résiste a l'inhibition générale de la traduction sous UV
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Figure 15 : Régulation traductionnelle de rhoB sous UV. (A) Les cellules HaCat sont exposées a des doses
croissantes d’'UV (J/m2). 8h apres, les protéines sont extraites et leurs expressions sont analysées par
Western Blot avec les anticorps dirigés contre RhoB ; elF2a-P; elF2a et 'actine (B) (i)Représentation du
profil de la distribution des polysomes obtenu apres centrifugation des lysats cellulaires sur gradient de
densité de sucrose. OD : Densité optique ; RNP complexe RiboNucleoProtéique (ii) Les lysats sont préparés
a partir de cellules irradiées ou non aux UV (8h; 60]/m2). Le rapport de la distribution des ARNm (P/NP)
des fractions polysomiques (P) sur les fractions non polysomiques (NP) des cellules exposées aux UV
comparé a celui des cellules non exposées est mesuré par RT-qPCR.
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Le modele cellulaire choisi pour cette étude est celui des kératinocytes humains immortalisés
HaCat, puisqu’il s’agit d'un modele de référence, déja utilisé pour étudier l'effet de RhoB sur
I'apoptose induite par les UV (Canguilhem, Pradines et al. 2005). Sous UV, le facteur d’initiation de
la traduction elF2a est phosphorylé par les kinases GNC2 et PERK (Wu, Hu et al. 2002) (Deng,
Harding et al. 2002), ce qui provoque une inhibition globale de la traduction en réduisant la
formation de nouveaux complexes ternaires de 'initiation de la traduction. Pour vérifier que dans
nos conditions expérimentales, les UV induisent une inhibition générale de la traduction, nous
avons donc étudié la phosphorylation du facteur d’initiation elF2a. Pour cela, nous avons exposé
les cellules HaCat a des doses croissantes d’'UVC et récupéré les extraits cellulaires 8 h apres
I'exposition aux UV. A ce temps, d’apres les résultats obtenus par Bruno Canguilhem, I'expression
de RhoB sous UV atteint un plateau (Canguilhem, Pradines et al. 2005). Nous observons sur le
Western blot (Figure 15A), une augmentation de la phosphorylation du facteur elF2a dés la dose
de 20 J/m2, ce qui confirme que la traduction globale des ARNm dans notre modele est inhibée
sous UV. Dans ces conditions, on observe une augmentation de la protéine RhoB qui est maximale
aladose de 60 j/mz2. C’est donc cette dose qui est utilisée pour la suite des expériences.

Pour déterminer si la traduction de rhoB est maintenue dans des conditions ou la traduction
générale est compromise, nous avons examiné l'association de '’ARNm rhoB aux polysomes. Pour
cela, nous avons réalisé un fractionnement des polysomes a partir d’extraits cytoplasmiques
exposés ou non aux UV (Annexe 4). Le principe de ce fractionnement est expliqué dans le
document complémentaire (Annexe 3). Les fractions appelées polysomiques (P), de 7 a16,
contenant les ARNm associés aux polysomes et donc engagés dans la traduction ont été
regroupées et sont comparées aux fractions non polysomiques (NP) de 1 a 6, contenant les ARNm
liés a un seul ribosome ou aux complexes ribonucléoprotéiques, donc non traduits. Les ARNm de
chacun des deux groupes sont extraits et la quantité des ARNm est quantifiée par RT-PCR
quantitative en temps réel (RT-qPCR). Les résultats obtenus, présentés sur le graphique (Figure
15B (ii)) montrent une diminution du rapport (P/NP) pour les ARNm de I'actine ou de gapdh dans
les cellules exposées aux UV par rapport aux cellules non exposées, ce qui est cohérent avec
I'inhibition générale de la traduction sous UV. En revanche, la distribution polysomique des ARNm
de rhoB ou de p53 est inchangée sous UV, ce qui montre que ces ARNm résistent a I'inhibition
générale de la traduction sous UV. Dans cette expérience p53, est utilisé comme contrdle positif,
puisque les travaux de Mazan-Mamczarz montrent que sa traduction n’est pas inhibée sous UV

(Mazan-Mamczarz, Galban et al. 2003).
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Il. La région 3’UTR de rhoB est impliquée dans la régulation
traductionnelle de rhoB sous UV
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Figure 16 : Implication de la région 3’'UTR de rhoB dans sa régulation sous UV. Les cellules HaCat sont
transfectées avec les constructions RLuc ou RLuc-3'UTR rhoB et exposées aux UV, 16h apres les
transfections. (A) 8h apres, 'expression relative de la luciférase renilla par rapport a la luciférase firefly est
mesurée (B) L'efficacité de traduction est évaluée en normalisant I'activité luciférase a la quantité d’ARNm
(C) Le rapport de la distribution polysomique (P/NP) des fractions polysomiques (P) par rapport aux
fractions non polysomiques (NP) des cellules exposées aux UV comparées aux cellules non exposées est
mesuré par RT-qPCR pour chaque construction transfectée.

Pour comprendre les mécanismes impliqués dans la régulation de la traduction de rhoB, nous

nous sommes intéressés a la région 3’'UTR de rhoB pour plusieurs raisons (Annexe 5) :
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(i) Cette région contient plusieurs séquences ARE (AU-rich élément) trés conservées entre les
especes. Or il est connu que des facteurs trans peuvent venir se lier au niveau de séquences ARE
pour réguler la traduction (Barreau, Paillard et al. 2005).

(ii) Des études antérieures ont montré que HuR, une protéine de liaison aux ARNm, est capable de
se fixer sur une séquence ARE canonique située dans la région 3’'UTR de 'ARNm de rhoB
(Westmark, Bartleson et al. 2005).

(iii) La région 3'UTR de rhoB est connue pour étre un élément de réponse au cisplatine ou aux
facteurs de croissance (Malcolm, Ettehadieh et al. 2003)

(iV) En utilisant le logiciel Target Scan (www.targetscan.org), nous avons observé que la région

3'UTR de rhoB contient plusieurs sites putatifs de fixation de microRNA. Or une étude récente
montre que les microRNA peuvent réguler 'expression de plusieurs génes impliqués dans la
réponse aux dommages a ’ADN sous UV (Pothof, Verkaik et al. 2009).

Afin d’étudier I'implication de la région 3’'UTR de rhoB dans la régulation de son expression, nous
avons cloné la région 3'UTR de rhoB, d'une longueur de 1381 nucléotides, en aval du gene
luciférase renilla, a partir d'un plasmide commercial pRL-CMV sans intron (Promega). Ce modele
permet de s’affranchir de la régulation transcriptionnelle, puisque le gene rapporteur codant la
luciférase renilla est sous le controle du promoteur CMV constitutif. Les variations des activités
luciférases sont ainsi la conséquence de mécanismes mettant en jeu les séquences ajoutées en 3’
du gene rapporteur. De la méme maniere, nous avons réalisé le clonage du plasmide controle
3'UTR p53 lucR. Ces différentes constructions sont transfectées dans les cellules HaCat, 16h avant
de les exposer aux UV. Un plasmide controle contenant la luciférase firefly est également co-
transfecté comme témoin interne, afin de normaliser 1 ‘efficacité de la transfection.

La comparaison des activités luciférases obtenues apres la transfection du plasmide 3'UTR rhoB
Rluc par rapport au plasmide contréle Rluc, montre que I'ajout de la région 3’'UTR de rhoB
réprime I'expression du gene rapporteur dans des cellules non exposées aux UV (Annexe 6), ce qui
est cohérent puisque la région 3'UTR de rhoB contient des éléments cis-régulateurs déstabilisants
de type ARE (Westmark, Bartleson et al. 2005). En représentant I'effet du traitement aux UV sous
forme d’induction par rapport aux cellules non exposées, nous trouvons que, sous UV, la région
3'UTR de rhoB confere une augmentation de I'expression luciférase de 2 fois par rapport a celle
obtenue dans des cellules transfectées par le vecteur lucR contrdle. Cette induction est
comparable a celle induite par la région 3’'UTR p53 (Figure 16A). Ces effets sont également
retrouvés dans des kératinocytes primaires humains exposées aux UVB, ce qui permet de
supposer I'importance physiologique de cette régulation (Annexe 7).

Etant donné que 'ARNm de rhoB est également stabilisé sous UV, pour distinguer si I'’effet obtenu
en mesurant l'activité luciférase est la conséquence d’une régulation de la traduction ou de la
stabilité du messager, nous avons mesuré l'efficacité de la traduction, en normalisant 'activité

luciférase par la quantité d’ARNm (Vasudevan, Tong et al. 2007). Nous observons, sous UV, une
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augmentation de 'efficacité de la traduction, dans les cellules transfectées avec les constructions
contenant la région 3’'UTR de rhoB ou la région 3°'UTR de p53, qui est respectivement 2 ou 1,6 fois
plus importante par rapport a I'efficacité de traduction obtenue dans les cellules transfectées avec
la construction contrdle lucR (Figure 16 B). L’analyse de la distribution des ARNm rapporteurs
dans les polysomes révele que l'ajout des régions 3'UTR de rhoB ou de p53, permet un
recrutement plus efficace des ARNm rapporteurs sous UV, dans les fractions traduites des
polysomes (Figure 16 C). En conclusion, les régions 3’'UTR de rhoB et de p53 contiennent des

éléments qui leur permettent de résister a I'inhibition générale de la traduction sous UV.

lll. Une région contenant a la fois le site de fixation de HuR et le site putatif
de fixation de miR-19 est requise pour la régulation de I’expression de
rhoB sous UV

Pour déterminer les éléments cis-régulateurs impliqués dans la régulation traductionnelle de rhoB
sous UV, nous avons réalisé différentes délétions de la région 3’'UTR de rhoB. Chaque construction
est transfectée dans les cellules HaCat exposées ou non aux UV et I'activité luciférase est mesurée.
Les résultats montrent qu'une séquence de 98 pb, localisée entre les nucléotides 779 et 877 de la
région 3’UTR de rhoB, est requise pour induire I'’expression de rhoB sous UV. En effet, I'expression
du rapporteur luciférase n’est pas augmentée lorsque les cellules sont transfectées avec les
constructions (A34 -878) (A34 - 1088) et (A34 -1088), qui ne contiennent pas cet élément de
séquence (Figure 17A). De maniére intéressante, cette région contient une séquence canonique
conservée ARE, sur laquelle une interaction avec la protéine HuR dans des cellules de rat a été
démontrée (Westmark, Bartleson et al. 2005). En utilisant le logiciel Target Scan pour rechercher
des sites potentiels de fixation de microRNA sur cette région, nous avons identifié le site putatif de
fixation de miR-19 (Figure 17B). Ce site posséde une séquence de 8 bases UUUGCACA, qui peut
potentiellement jouer le réle d’ancrage du microRNA miR-19 au niveau de son extrémité 5’ (base
22a9). Cette séquence est parfaitement conservée entre 15 ou 16 organismes, comme en témoigne
I'alignement de séquences, obtenu par Target Scan. Il a été montré que ces deux critéres sont
essentiels pour prédire la fixation spécifique d’'un microRNA sur son ARNm cible (Lewis, Shih et
al. 2003) (Grimson, Farh et al. 2007) (Brennecke, Stark et al. 2005). Aussi miR-19a et/ou miR-19b,
qui different d’'un seul nucléotide en position 11, pourraient étre impliqués dans le contréle de la

traduction de rhoB sous UV.
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Figure 17 : Implication d’'une séquence de 98 nucléotides de longueur (de 779 a 877 nt) située au
niveau de la région 3’'UTR de 'ARNm de rhoB dans la régulation de son expression sous UV. (A) Les
cellules HaCat sont transfectées par différentes constructions contenant une délétion de la région 3’'UTR de
rhoB. Le rapport de l'activité luciférase relative des cellules exposées aux UV par rapport aux cellules non
exposées est reporté sur le graphique de droite (B) Les séquences comprises entre les nucléotides 818 et
870 contiennent un site de liaison pour la protéine de liaison aux ARNm, HuR, et un site putatif de liaison de
miR-19 identifié par le logiciel TargetScan.

IV. HuR et miR-19 régulent négativement I’expression de rhoB

Pour étudier I'effet de miR-19 sur I'expression endogéne de RhoB, nous avons transfecté un « anti-
miR » contre miR-19, qui bloque la fonction du microRNA. Nous observons, par la technique de
Western Blot, une augmentation de I'expression de RhoB d’environ trois fois, lorsque les cellules
HaCat, non exposées aux UV, sont transfectées avec 'anti-miR-19, par rapport aux cellules non
transfectées ou transfectées avec un anti-miR contrdle (Figure 18A (i)). Cet effet est accompagné
d'une petite augmentation de ’ARNm de rhoB comme le montrent les résultats obtenus par RT-
gPCR (Figure 18A (ii)). Cet effet est moins important que I'induction de la protéine RhoB et est
caractéristique de la régulation par un microRNA. miR-19 régule donc négativement la traduction
de rhoB. D’'une maniere similaire, nous avons induit une inhibition de I'expression de HuR en
transfectant les cellules par un siRNA ou un mélange de siRNA spécifiques de la séquence de HuR.
Cette inhibition induit une augmentation (x3) de l'expression de la protéine RhoB comme

I'indique le Western Blot (Figure 18B(i)), alors qu’aucune variation de la quantité d’ARNm rhoB
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analysée par RT-qPCR, n’est observée (Figure 18B(ii)). Cela montre que HuR réprime la

traduction de 'ARNm de rhoB.
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Figure 18 : HuR et miR-19 régulent négativement I'’expression de RhoB. (A) (B) Les cellules HaCat sont
transfectées avec un anti-miR-19 (A) ou avec un siRNA dirigé contre HuR (B). L’expression de la protéine
RhoB est analysée en Western blot (i) et la quantité relative d’ARNm de rhoB, normalisée par celle de
GAPDH est quantifiée par RT-qPCR(ii) (C) Les cellules HaCat sont transfectées avec les différentes
constructions mutées pour le site de fixation de HuR et/ou de miR-19. Les activités luciférases renilla,
normalisées par les activités luciférases firefly, sont indiquées sur le graphique.
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Afin de déterminer si la régulation de la traduction de rhoB est dépendante de la liaison directe de
HuR et de miR-19 sur '’ARNm de rhoB, nous avons muté la construction plasmidique Rluc rhoB
3'UTR au niveau des sites respectifs de fixation de ces deux facteurs. Les mutations des sites de
fixation de HuR et de miR-19 levent la répression de l'expression du rapporteur luciférase,
exercée par la région 3'UTR de rhoB. Ce qui confirme que HuR et miR-19 régulent négativement
I'expression de rhoB. De maniere intéressante, I'induction de I'expression luciférase n’est pas plus
importante lorsque les deux sites de fixation de HuR et de miR-19 sont mutés sur une méme
construction. Cela suggere que les effets de HuR et de miR-19 sur la traduction de rhoB ne sont
pas additifs, mais que ces deux facteurs coopérent pour réprimer la traduction de rhoB (Figure

18C).

V. HuR et miR-19 sont impliqués dans la régulation de rhoB sous UV
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Figure 19 : Régulation de I'’expression de RhoB sous UV par HuR et miR-19. Les cellules HaCat sont
transfectées avec un précurseur de miR-19 (mimic-19) (A) ou avec un siRNA dirigé contre HuR (B). 48h
apres les cellules sont exposées aux UV (60]/m?; 8h) et les extraits cellulaires sont analysés par Western
blot avec les anticorps anti-RhoB, anti-HuR et anti-actine.
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Pour étudier l'effet de miR-19 sur la régulation de rhoB sous UV, nous avons transfecté un
précurseur synthétisé chimiquement de miR-19 (mimic-19) dans les cellules HaCat, exposées ou
non aux UV, et analysé I'expression de RhoB par Western blot. L’augmentation de I'expression de
RhoB observée sous UV est diminuée quand miR-19 est surexprimé, ce qui montre que miR-19
joue un role dans cette régulation (Figure 19A). Par ailleurs, la sous-expression de HuR induite
par un siRNA diminue I'induction de RhoB sous UV de 3 fois (Figure 19B). En conclusion, nous
avons idéntifié deux facteurs trans HuR et miR-19 impliqués dans la régulation de I'expression de

RhoB sous UV.

VI. Mir-19, en régulant I’expression de rhoB, participe a la réponse aux
dommages a I’ADN sous UV, en régulant I'apoptose

Des travaux antérieurs, réalisés au laboratoire, ont montré que RhoB protége les HaCat de
I'apoptose induite par les UV (Canguilhem, Pradines et al. 2005). Pour analyser les conséquences
fonctionnelles de la régulation de rhoB par miR-19 sous UV, nous avons transfecté les cellules
HaCat avec un oligonucléotide précurseur de miR-19b et observé le clivage de la protéine PARP
(poly (ADP-ribosose) polymérase), un substrat de la caspase 3, clivé lors de I'apoptose. Nous
observons que le clivage de PARP est plus important sous UV dans les cellules transfectées avec le
précurseur de miR-19, dans des conditions ou on observe une diminution de l'expression de
RhoB. Cet effet est spécifique de miR-19 puisqu’il n’est pas retrouvé dans les cellules transfectées
avec l'oligonucléotide contrdle précurseur de miR-24 (Figure 20A). L’effet de miR-19 sur
I'apoptose est confirmé par la technique de Tunel, ou la fragmentation de I'’ADN induite par
I'apoptose est observée par la fluorescence verte des cellules. En utilisant cette méthode, on
observe également une augmentation de I'apoptose sous UV lorsque les cellules sont transfectées
avec le précurseur de miR-19. Cet effet est comparable a celui retrouvé quand I'expression de
rhoB est inhibée par un siRNA et il est spécifique de miR-19 puisqu’il n’est pas observé dans les
cellules transfectées avec le précurseur de miR-24 (Figure 20B).

En conclusion, miR-19, en régulant I'expression de RhoB sous UV, participe a la réponse aux

dommages a ’'ADN, en régulant I'apoptose induite par les UV.
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Figure 20 : miR-19, en régulant '’expression de RhoB, participe la réponse apoptotique induite par
les UV. (A) Les cellules HaCat sont transfectées avec un oligonucléotide synthétique miR-19 ou miR-24. 48h
apres, les cellules sont exposées aux UV (60]/m?; 8h) et les extraits cellulaires sont analysés par Western
blot avec les anticorps anti-RhoB, anti-PARP et anti-actine. (B) Les cellules HaCat sont transfectées avec un
oligonucléotide synthétique miR-19 ou un oligonucléotide synthétique miR-24 ou un siRNA dirigé contre
RhoB. 8h apres l'exposition aux UV, les cellules apoptotiques sont détectées par la méthode Tunel
« ApopTag® Fluorescein direct in situ apoptosis détection kit » (Millipore) selon les recommandations du
fournisseur. 600 cellules sont comptées pour chaque expérience. (C) La quantification des cellules
apoptotiques, positives avec la méthode Tunel est représentée sur le graphique.
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Matériel et Méthode

I. Culture cellulaire et irradiation aux UV

Les cellules de kératinocytes humains immortalisées (HaCat) sont cultivées dans du milieu
Dulbecco’s modified Eagle’s contenant 4,5 g de glucose et supplémenté avec 10% de sérum de
veau feetal (SVF, invitrogen) dans une atmospheére avec 5% de CO2 et 95 % d’humidité. Les primo-
cultures de kératinocytes humains sont réalisées a partir d’explants cutanés correspondants aux
déchets opératoires de diminutions mammaires (BOH2-Hdépital Rangueil-Toulouse). L’épiderme
est prélevé puis incubé dans une solution de PBS-trypsine 0,25% pendant une nuit. Les cellules
sont ensuite dissociées mécaniquement et mises en culture dans du milieu KSFM (invitrogen)

supplémenté avec de I'extrait pituitaire bovin (25ug/ml) et de EGF recombinant (1,5ng /ml).

Irradiation aux UV

Les cellules sont privées en sérum, 24h avant I'exposition aux UV. Pour l'irradiation, le milieu est
remplacé par du tampon phosphate (PBS), les cellules sont exposées soit aux UVC (60 J/m?2) soit
aux UVB (400]J/m?2) en utilisant respectivement les systémes de lampes UV stratalinker (254 nm ;
stratagene) et UVB RMX3W (312 nm ; Biosun). Aprés l'irradiation, le PBS est remplacé par le
milieu DMEM-10% de SVF initial et les cellules sont incubées a 37°C pendant 8h.

Il. Constructions plasmidiques

Les vecteurs plasmidiques Rluc-P53 3’'UTR et Rluc-rhoB 3’'UTR ont été construits en insérant
la région 3’'UTR de P53 ou la région 3'UTR de rhoB, dans le plasmide commercial sans Intron
pRL-CMV (Promega) au niveau des sites de restriction de Xbal et BamHI. Les délétions de la
région 3’'UTR de rhoB sont obtenues par PCR, en utilisant des amorces contenant le site de
restriction de Xhol. Les amorces utilisées pour les PCR sont décrites dans le tableau 2 ci-
dessous. Les mutations des sites de fixations de HuR et de miR-19 sont introduites en
utilisant le kit de mutagénese dirigée QuickChange site-directed mutagenesis kit II

(Stratagene), selon les recommandations du fournisseur et ont été vérifiées par séquencage.
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Tableau 2 : Oligonucléotides utilisés pour les clonages et les constructions mutées

Forward Reverse
3’UTR rhoB 5"'GCTCTAGAAAGGTGCTATGAGG 5’CGGGATCCCGGAGTTGGCAAGAAAG
GCCG 3! GATCT 3'
3'UTR P53 5"CAGACTAGTTGACTCAGACTGA 5"GCTAGATCTTGGCAGCAAAGTTTTA
CATTCT 3¢ TTGTA 3’
3’UTR rhoB mut S5'TTTGTTTTTTTATTCTTTCGAG 5"AAGTGTCAAACAATGAAACAATTCT
miR-19 AATTGTTTCATTGTTTGACACTT CGAAAGAATAAAAAAACARAA 3’
3[
3’UTR rhoB mut- 5'CTGATGTTATTTGATTTAAGAA 5'CAAATTTTAGCCTTTTCTTAAATCA
HuR AAGGCTAAAATTTG 3’ AATAACATCAG 3’
3’UTR rhoB A 5'GCTCTCGAGTCTGAAGAGCCGG 5 "GGACTCGAGTGCCGGCAGGGGCAGG
34-418 GCCT 37 3
3’UTR rhoB A 5 '"TGCTCTCGAGTTGACACTTAAT 5 "GGACTCGAGTGCCGGCAGGGGCAGG
34-878 GCACTCGT 3’ 3
3’UTR rhoB A 5'GCTCTCGAGTAAAGGGCAGTAA 5"GGACTCGAGTGCCGGCAGGGGCAGG
34-1088 CAAGTATTG 3* 3
3’UTR rhoB A 5'GCTCTCGAGTGACAAAATGGTG 5'GCTCTCGAGTGACAAAATGGTGAGC
1109-1285 AGCTTATG 3’ TTATG 3*
3'UTR rhoB A 5'GCTCTCGAGTGACAAAATGGTG 5’ GCTCTCGAGCAGGCACAAAGTTCGC
778-1285 AGCTTATG 3’ TTAT 3°

lll. Transfection d’oligonucléotides

Une réverse transfection en utilisant l'agent transfectant Lipofectamine ™ RNAimax
(Invitrogen) permet d’introduire les siRNA, contréle ou dirigé contre la séquence de HuR
(synthétisés par Eurogentec; séquences décrites dans le tableau 3 ci-dessous) a la
concentration de 20nM, ainsi que les oligonucléotides précurseurs des microRNA miR-19b,
miR 24, et oligonucléotide control (allstars negative control siRNA) (Qiagen) a la
concentration de 2nM et I'anti-miR-19b ou l'anti-miR control (miScript inhibitor negative

control) a la concentration de 50nM.
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Tableau 3 : Séquences de siRNA utilisés pour cette étude

siHUR 5’ —-AAGAGGCAATTACCAGTTTCA-3’  (Kawaietal., 2006)

siHUR’ Pool of
5’-AATCTTAAGTTTCGTAAGTTA-3’
5’ -TTCGTAAGTTATTTCCTTTAA-3 "’
5/ -TTCCTTTAAGATATATATTAA-3" (Gorospe et al., 2008)

siCtrl 5’ -ACUCUAUCUGCACGCUGACUU-3"

Kawai et al., Mol Cell Biol. (2006) 26(8) : 3295-307
Galban et al., Mol Cell Biol. (2008) 28(1) : 93-107

IV. Transfection de plasmides et essai de rapporteur de géne luciférase

Les constructions plasmidiques (1,5ug) sont transfectées transitoirement dans des boites de 12
puits, ensemencées la veille a la densité de 70 000 cellules par puits, en utilisant comme agent
transfectant le jetPel (Polyplus-transfection). Les cellules sont arrétées 24h apres la transfection,
lavées avec du PBS, et lysées avec 200 pl par puits de Passive Lysis Buffer 1X (Promega) pendant
30 min a température ambiante sous agitation. Les activités luciférases renilla et firefly de 30 ul de
chaque lysat sont mesurées simultanément avec un luminomeétre (MicroLumat Plus LB 96V,

Berthold), a 'aide du kit Dual Luciferase Assay (Promega).

V. Western Blot

Les cellules sont lavées avec du PBS et lysées, pendant 30 min a 4°C, dans du tampon RIPA (Tris
50 mM pH 7,5; NaCl 150 nM ; EDTA 5 mM ; Triton 1% ; NaF 50 mM ; deoxycholate de sodium
0,5%; SDS 0,1%), auquel on ajoute de lorthovanadate de sodium (2 mM), du
paranitrophényphosphate (6,4 mg/ml) et des inhibiteurs de protéases 1% (Sigma). Apres 10
minutes de centrifugation a 10000g, les protéines contenues dans le surnageant sont dosées par la
méthode « Bicinchoninic Acid Protein» (BCA; sigma), puis dénaturées pendant 20 min a
température ambiante dans du bleu de dépét (Tris 60 nM pH 6,8 ; SDS 2% ; glycerol 8% ; bleu de
bromophénol 0,001%) additionné de DiThioThreitol (DTT, 20 mM). 50 pg de protéines sont
séparées par SDS-PAGE a 12,5% d’acrylamide, puis éléctro-transférées sur membrane de Poly-
Vinyle Diene-Fluoride (PVDF) (Hybond-P, Amersham Biosciences) pendant 1h30. La membrane

est ensuite saturée pendant 30 min a température ambiante dans du tampon Tris Buffer Saline
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Tween (TBST) (Tris 25 mM pH 8; Nacl 140 mM ; Tween20 0,1%) supplémenté avec 5% de lait,
puis incubée dans du TBST-1% lait avec I'anticorps primaire d'intérét pendant une nuit a 4°C. Le
lendemain, aprés plusieurs lavages dans du TBST (3x10 min), la membrane est incubée dans du
TBST-1% lait avec l'anticorps secondaire couplé a la peroxydase pendant 1h a température
ambiante. Aprés plusieurs lavages dans du TBST (3x10min), la révélation est effectuée par
chimioluminescence (ECL, Pierce) sur films autoradiographiques. Les signaux obtenus sur
I'autoradiographie sont quantifiés avec le logiciel Image ]. Les anticorps utilisés pour cette étude

sont indiqués dans le tableau ci-dessous :

Tableau 4 : Anticorps utilisés pour les Western blot

Anticorps Type Laboratoire Dilution
RhoB (clone 119) Polyclonal lapin Santacruz Biotechnology | 1/5000
HuR (clone 3A2) Monoclonal souris ABCAM 1/1000
elF2a Polyclonal lapin Cell signaling 1/1000
PelF2a Polyclonal lapin Cell signaling 1/1000
Actine Monoclonal souris Chemicon 1/10000
Souris Polyclonal chévre Biorad 1/50000
Lapin Polyclonal chévre Biorad 1/50000

VI. Extraction ARN et RT-qPCR

Les ARN totaux des cellules ou les ARN des fractions polysomiques ont été isolés en utilisant
respectivement du TRIZOL ou du TRIZOL LS Reagent®. Le détail des protocoles figure en annexe
9). La qualité des ARN est visualisée sur gel d’agarose et la quantité est déterminée par un
spectrophotometre. Pour chaque condition, 1 pug d’ARN totaux ont été rétro-transcrits dans un
volume final de 20 ul a l'aide du kit iScript™ cDNA Synthesis Kit (Biorad), selon les
recommandations du fournisseur. Le mélange réactionnel est incubé a 65°C pendant 5 min pour la
dénaturation, puis la rétro-transcription se fait a 42°C pendant 30 min, puis une incubation de 5
min a 85°C permet d’'inactiver I'enzyme. Les ADNc obtenus sont dilués au 1/10¢me, puis analysés
par PCR en temps réel en utilisant les amorces spécifiques des différents genes d’interéts (Tableau
5; ci-dessous) avec le systéme de détection iCycler iQreal-time PCR et le kit iQ™ SYBR Green

Supermix (Bio-rad) selon les recommandations du fournisseur.
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Tableau 5 : Amorces utilisées pour les q-PCR

RhoB Forward 5’ -GTGCCTGCTGATCGTGTTC-3"
RhoB Reverse 5’ -GCGGTCGTAGTCCTCCTG-3"
Beta-actin Forward 5’ -CCTCGCCTTTGCCGATCCG-3"
Beta-actin Reverse 5’ -ATGCCGGAGCCGTTGTCG-3"
p53 Forward 5’ -GTGGTGGTGCCCTATGAG-3"'
p53 Forward 5’ -GAGTCTTCCAGTGTGATGATG-3"
GAPDH Forward 5’-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3"
GAPDH Reverse 5’-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3"
RLuc Forward 5’ -TGGTAACGCGGCCTCTTC-3"’
RLuc Reverse 5’ -ATTTGCCTGATTTGCCCATAC-3’
FLuc Forward 5’ -GGATGGAACCGCTGGAGAG-3"
Fluc Reverse 5’ -GCTTCTGCCAACCGAACG-3"
Vil. Analyse du fractionnement des polysomes

30 millions de HaCat par condition sont utilisées pour cette expérience. Les cellules sont traitées
avec 0,1 mg/ml de cycloheximide (CHX) pendant 15 min a 37°C, lavées deux fois avec du PBS/CHX
froid et grattées dans du PBS/CHX froid. Aprés centrifugation pendant 5 min a 3000 rpm, les
culots cellulaires sont resuspendus dans 400ul de tampon LSB (20 mM tris; ph 7,5; 100mM de
NaCl; 3mM MgCl; et 100U/ml Rnasine). Apres homogénéisation avec 12 coups de Dounce, 400 pl
de LSB contenant 0,2% de triton X100 et 0,25 M de sucrose sont ajoutés. Les débris cellulaires
sont éliminés par centrifugation. Le lysat est déposé sur 11,3 ml d'un gradient continu de sucrose
(15%-50% de sucrose dans du tampon LSB). Une ultracentrifugation a 38000 rpm dans un rotor
SW41-Ti a 4°C est réalisée et les fractions sont collectées avec un fractionnateur ISCO (Lincoln,
NE ; Foxy Jr fraction collector coupled to UA-6 UV detector). L’absorbance a 254 nm est mesurée

de maniere continue et 17 fractions de 0,9 ml sont collectées.

Viil. Analyse de 'apoptose par la méthode de TUNEL
La fragmentation de I’ADN, induite par 'apoptose, est détectée par fluorescence en utilisant la

méthode TUNEL avec le kit « ApopTag® Fluorescein direct in situ apoptosis détection kit »

(Millipore) en suivant les recommandations du fournisseur.
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Discussion

Sous UV, la traduction de la plupart des ARNm, tels que I'actine ou GAPDH, est inhibée en partie
par un mécanisme impliquant la phosphorylation du facteur d’initiation elF2a. En analysant la
répartition de 'ARNm de rhoB dans des fractions polysomiques de cellules HaCat, nous avons
démontré que la traduction de 'ARNm de rhoB résiste a I'inhibition générale de la traduction sous
UV (Figure 15). Les mécanismes régulant la traduction spécifique des génes impliquent les
régions non traduites des ARNm, sur lesquelles des facteurs trans peuvent se fixer (Keene and
Tenenbaum 2002; Barreau, Paillard et al. 2005; Chatterjee and Pal 2009; Fabian, Sonenberg et al.).
Nous nous sommes plus particulierement intéressés a la région 3’'UTR de rhoB, qui est une longue
région de plus de 1300 pb, tres conservée entre les espéces, sur laquelle HuR et plusieurs
microRNA peuvent interagir (Westmark, Bartleson et al. 2005; Connolly, Van Doorslaer et al. ;
Sun, Li et al.). Des expériences de rapporteurs luciférases ont permis de mettre en évidence
I'implication de la région 3'UTR de rhoB dans sa régulation sous UV. Cela est confirmé également
par des analyses de fractionnements des polysomes qui montrent que la région 3'UTR de rhoB
sous UV confere un recrutement plus efficace des ARNm rapporteurs codant la luciférase renilla,
dans les fractions lourdes, donc les mieux traduites, des polysomes (Figure 16). Afin d’identifier
plus précisément les éléments en cis présents dans la région 3’'UTR de rhoB, qui participent a la
régulation de I'expression de rhoB sous UV, nous avons réalisé différentes délétions de sa région
3°UTR. La comparaison des activités luciférases obtenues dans les cellules HaCat transfectées par
les différentes constructions a permis de mettre en évidence le role d’'une région de 98 pb
comprenant le site de fixation de HuR identifié par Westmark (Westmark, Bartleson et al. 2005),
ainsi que le site putatif de fixation de miR-19 (Figure 17). Dans des cellules non exposées aux UV,
la sous-expression de miR-19 ou de HuR, par stratégie siRNA, est accompagnée d’une
augmentation de I'expression de RhoB. De méme, I'activité luciférase, mesurée dans les HaCat,
transfectées avec les plasmides mutés au niveau du site de fixation de HuR ou de miR-19, est plus
élevée par rapport a celle obtenue dans les cellules transfectées avec la construction contenant la
région 3’'UTR rhoB sauvage. Cela montre que HuR et miR-19 régulent directement et négativement
I'expression de RhoB, en se fixant au niveau de sa région 3’UTR (Figure 18 (A et B)). Ce résultat est
en contradiction avec les travaux de Westmark, qui suggerent une interaction stabilisatrice entre
HuR et certaines séquences de la région 3’'UTR de rhoB. Cependant, cette hypotheése est fondée
uniquement sur une corrélation entre les deux observations suivantes :

- HuR est capable de se lier sur une séquence de la région 3’UTR de rhoB

- L’ARNm de rhoB est stabilisé sous UV
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Mais aucun lien fonctionnel n’avait été établi (Westmark, Bartleson et al. 2005). De plus, nous
observons que l'activité luciférase des cellules transfectées par un plasmide présentant les deux
mutations pour le site de fixation de HuR et celui de miR-19 n’est pas plus élevée que celle
obtenue dans les cellules transfectées par les constructions contenant l'une ou l'autre des
mutations (Figure 18 (C)). Ce résultat suggére que miR-19 et HuR agissent de maniere concertée
pour réprimer I'expression de RhoB. Cela est cohérent avec des travaux récents qui montrent que
la protéine de liaison HuR peut réguler négativement I'’expression de c-myc et de p16 en recrutant
le complexe miRISC au niveau de leur région 3’UTR (Kim, Kuwano et al. 2009; Chang, Yi et al.). I
serait donc intéressant d’approfondir le mécanisme par lequel HuR et miR-19 régulent
négativement l'expression de RhoB. Pour cela, nous envisageons d’étudier l'effet de la sous-
expression de HuR sur I'association de ’ARNm de rhoB a la protéine Argonaute 2 (Ago2), un des
composants clé du complexe miRISC, par des expériences d'immunoprécipitation d’ARN (RIP).
Nos résultats montrent également que HuR et miR-19 sont impliqués dans la régulation de
I'expression de RhoB sous UV (Figure 19). Des résultats antérieurs, réalisés au sein de 1'équipe,
ont mis en évidence que RhoB protége les cellules HaCat de 'apoptose induite par les UV. Nous
montrons également que miR-19, en régulant 'expression de RhoB, participe a la réponse aux
dommages a ’'ADN, en régulant 'apoptose sous UV (Figure 20).

II faudrait a présent déterminer plus précisément le mécanisme par lequel HuR et miR-19
régulent 'expression de RhoB sous UV. Deux hypothéses sont envisageables :

(i) soit I'expression de miR-19 et/ou HuR pourrait étre diminuée sous UV. En effet, une étude
menée par Pothof montre que I'expression des microRNA varie sous UV (Pothof, Verkaik et al.
2009). Pour tester cette premiere hypotheése, il faudrait donc examiner I'expression de miR-19
dans des cellules HaCat exposées ou non aux UV par RT-qPCR. Quant a la protéine HuR, les
résultats du Western blot (Figure 19) montrent que son expression est inchangée sous UV.

(ii) soit la liaison de miR-19 et/ou HuR a TARNm de RhoB pourrait étre altérée sous UV. En effet,
deux études montrent que les microRNA peuvent jouer un rdle dans certains processus
physiologiques, sans qu’aucune modification de leur expression ne soit observée (Bhattacharyya,
Habermacher et al. 2006; van Rooij, Sutherland et al. 2007), suggérant que d’autres mécanismes
comme par exemple, la modification de la liaison d’'un microRNA sur son ARNm cible, pourraient
intervenir. Concernant HuR, plusieurs sites de phosphorylations altérant son affinité pour les
ARNm ont été identifiés (Introduction § 11.4.1.3). Par exemple, sa phosphorylation sur la serine
100 par Chk2, une kinase activée en réponse aux dommages a I’ADN, induits par les radiations
ionisantes ou par les UV (Matsuoka, Rotman et al. 2000), diminue la liaison de HuR sur '’ARNm de
sirtl (Abdelmohsen, Pullmann et al. 2007). Nous envisageons donc de tester, par des expériences
de RIP, siI'association du complexe miRISC ou de HuR a '’ARNm de rhoB est diminuée sous UV, et

d’explorer d’eventuelles modifications post-traductionnelles de HuR sous UV.
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Enfin, pour comprendre comment '’ARNm de rhoB est régulé sous UV, nous avons étudié dans un
premier temps le réle de sa région 3’'UTR, mais des séquences situées dans sa région codante ou
dans sa région 5’'UTR pourraient également intervenir dans sa régulation post-transcriptionnelle.
I serait donc intéressant d’étendre ces premieres données a I'étude de '’ARNm entier de rhoB,
pour examiner, par exemple, si la traduction de 'TARNm de rhoB ne pourrait pas aussi étre régulée
par d’autres mécanismes mettant en jeu, par exemple, des petits cadres de lecture ou des

séquences IRES dans sa région 5’UTR.

Par ailleurs, plusieurs études montrent que 'expression de RhoB est diminuée dans un certain
nombre de cancers, notamment dans les cancers pulmonaires, ou cette perte d’expression est
proportionnelle au stade d’avancement de la maladie (Mazieres, Antonia et al. 2004), mais aussi
dans les cancers de la sphére ORL (Adnane, Muro-Cacho et al. 2002) et dans les glioblastomes
(Forget, Desrosiers et al. 2002). Des études concernant la régulation transcriptionnelle de rhoB
(Tovar, Faye et al. 2003; Mazieres, Tovar et al. 2007) ont été réalisées au sein de I'équipe, mais
aucune altération de cette régulation ne semble pouvoir expliquer de maniere exhaustive les
variations d’expression de RhoB observées dans les tissus tumoraux. En utilisant le modeéle de la
régulation traductionnelle de rhoB sous UV, cela nous a permis d’identifier deux nouveaux
facteurs, HuR et miR-19, régulant négativement l'’expression de RhoB. L’effet de HuR sur
I'expression de RhoB a également été confirmé sur d’autres lignées cellulaires cancéreuses
(Annexe 8). Nous émettons donc l'’hypothese que la surexpression de ces facteurs post-
transcriptionnels pourrait étre responsable de la diminution de I'expression de RhoB observée
dans certaines tumeurs. Cette idée est soutenue par plusieurs données de la littérature. Tout
d’abord, il existe une forte corrélation entre I'’expression de HuR et les cancers. Le géne humain de
HuR est localisé sur le chromosome 19p13.2, un locus associé a de nombreuses translocations
oncogéniques dans les tumeurs humaines (Ma and Furneaux 1997). Des analyses de «tissue
array » mettent en évidence une surexpression de HuR dans la majorité des tissus cancéreux
examinés par rapport aux tissus sains (Lopez de Silanes, Fan et al. 2003). Plusieurs études
reportent plus précisément un lien entre la surexpression de HuR, associée dans certains cas a sa
délocalisation cytoplasmique, et le stade d’avancement de la malignité dans les cancers du sein, du
colon, du poumon et de I'ovaire (Lopez de Silanes, Fan et al. 2003; Heinonen, Bono et al. 2005;
Heinonen, Fagerholm et al. 2007; Brosens, Keller et al. 2008; Lim, Lee et al. 2009; Wang, Zhao et
al. 2009; Yoo, Sullivan et al. 2009; Raspaglio, De Maria et al.). La surexpression de HuR augmente
la croissance des cellules cancéreuses de colon dans un modeéle de xénogreffe de souris nude
(Lopez de Silanes, Fan et al. 2003). Et, inversement, I'inhibition de HuR in vivo ou in vitro diminue
la croissance cellulaire des cellules tumorales, inhibe leur prolifération et induit leur apoptose

(Danilin, Sourbier et al.). HuR régule de nombreux ARNm codant des protéines impliquées dans
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I'augmentation de la division cellulaire, dans la résistance a 'apoptose, dans la maintenance de
I'angiogénese, dans l'invasion et la formation de métastases, ainsi que dans I'échappement des
cellules a la réponse immune antitumorale (Lopez de Silanes, Lal et al. 2005) (Figure 21). En
régulant de maniére coordonnée ces différents transcrits, HuR pourrait jouer un réle considérable

sur 'acquisition du phénotype cancéreux des cellules.
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Cyclin D1

Cyclin E1 TGF-p
Cyclin A2

Cyclin B1
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elF4E \
Promotion

of cell
proliferation

Target mMBRNA
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Figure 21 : Implication de HuR dans la cangérogénése. HuR, en s’associant et en régulant I'expression de
différents ARNm impliqués dans les processus de prolifération, d’'invasion et de métastases, d’angiogénese,
de survie et d’échappement de la réponse immunitaire antitumorale, joue un role central dans I'oncogénese.
* HuR diminue la traduction de ces transcrits (c-myc et p27) ou l'association de HuR pour TSP1 est
diminuée dans les cancers (d’aprés Abdelmohsen, 2010).

Quant au microRNA miR-19, il est situé sur le locus miR-17-92 qui code pour six microRNA (miR-
17-5; miR-18a; miR-19a; miR-20a, miR-19b et miR-92), exprimés a partir d’'un méme transcrit
primaire. Les microRNA du polycistron miR-17-92 ont été identifiés comme étant potentiellement
oncogéniques (He, Thomson et al. 2005). Le locus miR-17-92 est en effet localisé dans la région
13931-32 fréquemment amplifiée dans plusieurs types de lymphomes et de tumeurs solides
(poumon, colon, gliomes) ou, par conséquent, on observe une surexpression de ces microRNA
(Ota, Tagawa et al. 2004; Hayashita, Osada et al. 2005; Rinaldi, Poretti et al. 2007; Diosdado, van
de Wiel et al. 2009; Ernst, Campos et al.). Plusieurs études montrent que miR-19 est essentiel pour
I'activité oncogénique du cluster 17-92 (Olive, Bennett et al. 2009; Mavrakis, Wolfe et al.). miR-19
est également retrouvé dans une signature de microRNA caractéristique des stades angiogéniques

des cancers (Olson, Lu et al. 2009). Or, les études du laboratoire suggerent que la perte
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d’expression de RhoB dans les tumeurs modifie les propriétés invasives et angiogéniques des
cellules tumorales (Bousquet, Mazieres et al. 2009).

Ainsi nos résultats, associés a ces données bibliographiques, nous permettent de penser que la
diminution de l'expression de RhoB dans les cancers pourrait étre une conséquence de la
surexpression de miR-19 et de HuR. Nous envisageons donc d’analyser I'expression de HuR en
immunohistochimie et celle de miR-19 par RT-qPCR sur une cohorte de patients atteints de
cancers pulmonaires, ol une diminution de l'expression de RhoB a été observée (Mazieres,

Antonia et al. 2004).
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ANNEXE 2 : FACTEURS DE L'INITIATION DE LA TRADUCTION

La traduction chez les eucaryotes s’effectue en trois étapes : initiation, élongation et terminaison.
Chaque étape requiert des facteurs de traduction (facteurs d’initiation elF, facteurs d’élongation
eEF, facteurs de terminaison eRF) qui sont associés de maniére transitoire aux ribosomes. Les
facteurs impliqués dans l'initiation de la traduction sont décrits dans le tableau ci-dessous.

L’initiation de la traduction commence par la formation du complexe de pré-initiation 43S, qui est
recruté, le plus souvent, au niveau de la coiffe de 'ARNm, puis balaye la région 5’UTR jusqu'a la
reconnaissance du codon d’initiation. Aprés la reconnaissance du codon initiateur, la sous unité

ribosomiques 60S est recrutée pour former le complexe ribosomique 80S (Figure ci- dessous).
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Figure Annexe 2: Initiation de la traduction dépendante de la coiffe chez les eucaryotes

(1) Dissociation du complexe de post-terminaison.(2) Formation du complexe ternaire comprenant elF2-
GTP-Met-tRNA met ;. (3) Formation du complexe de pré-initiation 43S comprenant la sous-unité 40S, elF1,
elF1A, elF3 et e[F2-GTP-Met-tRNA met; (4) Le complexe elF4F, composé de elF4E, elF4A, et elF4G, s’associe
avec la coiffe de 'ARNm et a PABP, entrainant une circularisation de '’ARNm. (5) Recrutement du complexe
43S au niveau de '’ARNm par interaction avec le complexe elF4F. (6) Le complexe 43S balaye alors la région
5'UTR jusqu’a la reconnaissance du codon d’initiation. (7) Reconnaissance du codon AUG, et formation du
complexe 48S, suivi de I'hydrolyse du GTP lié a eIF2-GTP. (8) Liaison de la sous-unité 60 S au complexe 48S
et dissociation des facteurs elF1, elF3, eIF4B, eiF4F et eiF5, médiée par eiF5B. (9) L’hydrolyse du GTP de
elF5B et la dissociation des facteurs elF1A et e[F5B-GDP permet la formation du ribosome 80S capable
d’initier I'étape d’élongation de la synthese protéique (D’apreés Jackson R] 2010).
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Tableau Annexe 2 : Facteurs d’initiation de la traduction.

Nom du facteur de

I'Initiation

Nombre de sous

unités et masse

moléculaire (kDa)

Fonction

Facteurs canoniques

elF2

3

(36,1;38,4 et 51,1)

Forme le complexe ternaire elF2-GTP-Met tRNA;, qui se lie a la
sous-unité ribosomique 40S

elF3 13 Se lie a la sous-unité 40S, et aux facteurs elF1, elF4G, elF5;
(800 au total) favorise I'attachement du complexe 43S a 'ARNm et assiste le
processus de balayage des ribosomes ; favorise la dissociation
des ribosomes et empéche la jonction des sous-unités 40S et
60S
elF1 1 Assure la fidélité de la sélection du codon d’initiation ; favorise
(12,7) le processus de balayage ; stimule la liaison de eIlF2-GTP-Met-
tRNA:i a la sous-unité 40S ; empéche I'hydrolyse du GTP lié au
facteur elF2, induit par elF5
elF1A 1 Stimule la liaison de elF2-GTP-Met tRNA; a la sous- unité 40S et
(16,5) coopére avec elF1 pour faciliter le balayage des ribosomes et la
sélection du codon d'initiation.
elF4E 1 Se lie 4 la coiffe des ARNm
(24,5)
elF4A* 1 ATPase DEAD-box et RNA helicase ATP-dependante : favorise
(46,1) le déroulement des structures secondaires de '’ARNm
elF4G** 1 Se lie a elF4E, elF4A, elF3 et augmente l'activité hélicase de
(175,5) elF4A
elF4F 3 Complexe de liaison a la coiffe des ARNm, comprenant les
(246,1 au total) facteurs elF4E, elF4A et elF4G; permet le déroulement de la
région proximale 5’UTR des ARNm; favorise la liaison du
complexe 43S au niveau de la coiffe et assiste les ribosomes
dans le processus de balayage de la région 5’"UTR des ARNm
elF4B 1 Protéine de liaison aux ARNm qui augmente l'activité hélicase
(69,3) de eIF4A
elF4H 1 Protéine de liaison aux ARNm qui augmente 'activité hélicase
(27,4) de elF4A et qui est un homologue du fragment de elF4B
elF5 1 Protéine qui possede une activité GTPasique, spécifique pour le
(49,2) facteur elF2 lié au GTP ; induit '’hydrolyse du GTP lié a elF2 lors
de la reconnaissance du codon d’initiation
elF5B 1 Une GTPase dépendante des ribosomes, qui favorise
(138,9) I'association des sous-unités ribosomiques
elF2B 5 Une GEF (guanosine nucleotide exchange factor) qui favorise
(33,7;39;50,2; I'echange de GTP en GDP du facteur elF2
59,7 et 80,3)
Facteurs auxiliaires
elF6 1 Facteur qui se lie sur la sous-unité ribosomique 60S, et qui
(26,6) empéche sa liaison a la sous-unité 40S
PABP 1 Se lie a la queue poly (A) des ARNm, a elF4G et eRF3;
(70,7) augmente la liaison de elF4F a la coiffe des ARNm ; facilite le

recrutement des sous-unité 40S, apres |'étape de terminaison,
au niveau de I'extrémité 5’'UTR des ARNm

eiF, eukaryotic initiation factor; PABP, Poly(A)-binding protein;* deux paralogues (elF4Al et elF4All) qui sont codés a partir de
différents génes mais qui présentent des fonctions similaires ;** deux paralogues (elF4GI et elF4GII) ) qui sont codés a partir de
différents geénes, qui présentent des fonctions similaires mais une affinité différente en fonction de 'ARNm. elF4GI est généralement le
plus abondant dans les cellules (D’aprés Jackson R ] 2010).
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ANNEXE 3 : PRINCIPE DU FRACTIONNEMENT DES EXTRAITS POLYSOMIQUES

De haut en bas les complexes sédimentent en fonction de leur gradients de densité (haut: faible
densité ; bas: densité élevée). Ainsi on retrouve les complexes ribonucléoprotéiques (RNP), les
sous unités 40S, les sous unités 60S, les ribosomes 80 S en haut du gradient dans les fractions les
plus légéres, puis plus le nombre de polysomes associés a 'ARNm est important, plus les ARNm

seront retrouvés dans les fractions lourdes des polysomes.

‘G W W — WU fractionate

prepare RNA from each

15% sucrose !!!/o

haut » bas
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ANNEXE 4 :

A uv- UV+ : 60J/m2

fractions

12 34567 8 91011121314151617

285 '..AA-"' .- -
185 W -.'...u;...;. _._.':m.'zg

tRNA L : -

fractions

12 34567 8 91011121314151617

input

input

% of actin mRNA
in each fraction

12 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17
fractions

14

12
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% of rhoB mRNA levels
in each fraction
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12 3 45 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17
fractions
Figure Annexe 4 : La traduction de rhoB est régulée sous UV. (A)Les lysats cytoplasmiques de
cellules HaCat exposées ou non aux UV (UVC 60 J/m2?; 8h) sont fractionnés au moyen d'un
gradient de sucrose. Les ARNm de chaque fraction sont déposés sur gel d’agarose afin de vérifier
que le fractionnement et I'extraction d’ARN ont été correctement réalisés (B) Les distributions
relatives (%) de 'ARNm rhoB (graphique du bas) et de 'ARNm de I'actine (graphique du haut)

sont analysées par rt-qPCR pour chacune des 17 fractions polysomiques.
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ANNEXE 5:

Structure du géne rhoB

miIR miIR miR mIR HuR MR

939  362-5p 466a 183 19a-19b

] | Ll |

eyt =t et
5'UTR 3'UTR

gene sans d’intron

Figure Annexe 5 A : Représentation schématique de la structure du géene RhoB. rhoB est un
géne sans intron qui contient une longue région 3’'UTR de plus de 1300pb. HuR est une protéine
capable d’interagir avec la région 3’'UTR de 'ARNm de rhoB (Westmark, 2005). Les sites putatifs

de fixation de microRNA identifiés avec le logiciel Targetscan sont indiqués.
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tcccecctect ggaccagtee
accccaccgg cctgectgge
gtgggcaccg ggcgecccca
gggctcccca ctgagtgeca
gagtgtgtgg ctgtgtgtet
ctgatccccg ggggcgagat
ttcaccagcg ggagcttgat
ggagggctgc tggggaggat

tgagggcege goccegtcgeg
cccgegagec ©ggagaaggg
atctgtetge tgacgcctct
tcccagtgtc tgtgtgegte
agggtcccct gageatgett
gttcgactec cctegcccea
tggcgeggga gtgtggecge
atccettgtc tgtaacatag
ggggggatgt tatataazata

gagctaagat ggtgtt@EEENE=gogtggtg atgggtgage

agactcccgc ccaagcatga
tgcaactgac ttggggagga
cgaaccctcc accagctacc
ataagcgaac tttgtgectg
atttgattta tttaaaggct
ttgacactta atgcactcgt
ctgtaacctc atctacttct
gaaacccact asattttget
tatttgtgca ggtcatgcac
EEEEEEEEEENECcacaaggac

cagagaatac acctgcccct

acaggacttg accatcttte
cacagcttca gcacagcctc
ggagggagga gggaggatge
tcctagaagt gaaaattgtt
222 dEEECEENEEEEE ot
catttgcata cgacagtagc
gatgiiia aaaaatgact
ttgtttcctt gaagaatgtg
acagttttga taaagggcag
attctctaaa gctatgtgaa

gtatatccifEEEEcccctc

tctactaaat tgttgtcttg EEEEEE-EEENEEE-aataaa

gagcttatga tgtttacata

aaagttctat aagctgtgta

cctgeccectg cocggeacgge
gagaccegtg tcccacaagg
ggcttgegee aggacttgge
cagctgtgtt gcacaggect
ttctgaagag ccgggectca
ttttcaccce acccecgect
gccccatcag atgttcteec
accccgggta ctgegggagg
tagatatasENEEEaEEEECg
gctctggeece aggetgggec
caacccctgg ggaagacatt
tcctgeggge cageccgetg
gctgtggggt toliii cc
cagtccaaga aactgatgtt
ttgcacaatt gtttcattgt
attctgacca cacttgtacg
tttaacaagg agagggaaaa
gcaacactgt tttgtgattt
taacaagtat tggggcctat
Fiflctctg cacctctgta
ccctecectee cagtggtact
ctgacaaatg acaaaatggt

tacagttttt tatgtaaaat

2341 attaasaagac tatgatgatg acatttaaaa aaaaaazaaa aaaa

Homo sapiens/Ratus norvegicus/

Homo sapiens/Ratus norvegicus/

Un des deux ARE canoniques de Westmark
HuR binding sit 5T or AUUUA|

Mus musculus/Bos Taurus/Pan Tro.

Gallus gallus/Bos Taurus/Fan Tro.

Figure Annexe 5B: Séquence nucléotidique de la région 3’'UTR de rhoB. Les séquences

conservées entre plusieurs especes sont indiquées en bleu et en rouge. La séquence surlignée en

jaune correspond a la séquence identifiée par Westmark, sur laquelle la protéine HuR peut se lier.

Les séquences riches en T ou en AT sur lesquelles de potentielles protéines de liaison aux ARNm

pourraient venir se fixer, sont indiquées en rose et gris. Les signaux de polyadénylation sont

indiqués en bleu turquoise.
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ANNEXE 6 :
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Figure Annexe 6: La région 3'UTR de rhoB contient des éléments de séquence qui

répriment l'expression d’'un géne rapporteur situé en amont. Les constructions RLuc et

3'UTR rhoB Rluc sont transfectées dans des cellules HaCat. 48h apres, 'expression relative de la

luciférase renilla par rapport a la luciférase firefly est mesurée.
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ANNEXE 7 :

Activité luciférase relative (Rluc/FLuc)

o 1 2 0o 1 2
j Donneur 1 :_, Donneur 2
T rhoB 3'UTR |_' |—<
T P53 3UTR I“ |~

Figure Annexe 7 : La région 3’'UTR de rhoB contient des éléments de séquence responsables

de I'augmentation de I'’expression de RhoB sous UV Les constructions RLuc, 3'UTR rhoB Rluc

et 3’'UTR P53 Rluc sont transfectées dans des cellules de kératinocytes primaires issus de deux

donneurs différents, 16h avant d’étre exposées aux UV. 8h aprés l'exposition aux UVB,

I'expression relative de la luciférase renilla par rapport a la luciférase firefly est mesurée.
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ANNEXE 8 :

Western Blot
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primaires

Figure Annexe 8 : HuR réprime la traduction de rhoB dans différentes lignées cellulaires

Les différentes lignées cellulaires (HaCat, A549 (adénocarcinome humain pulmonaire), Ovcar
(adénocarcinome humain ovarien), MCF7 (adénocarcinome humain mammaire)) et les Kératinocytes
primaires humains sont transfectées avec un siRNA dirigé contre HuR. 48h apreés les extraits cellulaires sont
analysés par Western blot avec les anticorps anti-RhoB, anti-HuR et anti-actine (A) et I'expression relative
de 'ARNm de rhoB est analysée en RT-qPCR (B).
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ANNEXE 9 :

EXTRACTION DES ARN TOTAUX PAR TRIZOL

Nettoyer les pipettes avec une solution nettoyante RNAse DNAse free

Ajouter le trizol dans la boite de culture (1ml de trizol pour 10cm? de surface)
Homogénéiser avec une pipette pour casser 'ADN génomique

Laisser 5min a température ambiante (stockage a -80°C possible)

Ajouter du chloroforme (200ul par ml de trizol)

Agiter tres fortement a la main pendant 15 secondes

Laisser 2 a 3 minutes a température ambiante

Centrifuger a 4°C pendant 15 min a 12 000g maximum

Récupérer délicatement la phase acqueuse, non colorée

Ajouter si nécéssaire de I'acrylamide linéaire (10 pg/ml de phase aqueuse) pour favoriser

la précipitation

Ajouter un volume d’isopropanol

Mélanger a la main

précipiter a - 20° pendant toute une nuit ou 10 min a température ambiante
centrifugation a 4° C pendant 30 mina 12 000 g

enlever le surnageant

ajouter 1ml d’ EtOH 75°

Agiter délicatement le tube a la main pour enlever toutes traces d’isopropanol ou de

phénol

Centrifugation a 4°C pendant 5 mina 7500 g
retirer 'EtOH

sécher le culot d’ARN

redissoudre le culot dans de ’eau RNase free

EXTRACTION DES ARN DES FRACTIONS POLYSOMIQUES (SUCROSE) :
EXTRACTION TRIZOL LS

Le trizol LS est utilisé pour extraire des ARN a partir d’échantillons liquides.

Nettoyer les pipettes avec une solution nettoyante RNAse DNAse free

Ajouter 3 volumes de trizol LS pour un volume de liquide
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homogénéiser avec une pipette pour casser ’ADN génomique

laisser 5 min a température ambiante (stockage a -80°C possible)

ajouter du chloroforme (200 pL pour 750 pL de trizol LS)

agitation forte a la main pendant 15 secondes

laisser 3 a 5 min a température ambiante

centrifugation a 4° pendant 15 min a 12 000 g maximum

récupérer délicatement la phase acqueuse, non colorée ( ~70 % du volume de Trizol LS )
Pour de petites quantités d’ARN extraits (<15 pg), ajouter de l'acrylamide linéaire (10
pug/ml de phase aqueuse)

ajouter de l'isopropanol (500 pL pour 750 pL de Trizol LS)

mélanger a la main

précipiter a - 20° pendant toute une nuit ou 10 min a température ambiante
centrifugation a 4° C pendant 30 mina 12 000 g

retirer le surnageant

ajouter de I’ EtOH 75° (1 ml pour 750 pL Trizol LS)

Agiter délicatement le tube a la main pour enlever toute trace d’isopropanol ou de phénol
Centrifugation a 4°C pendant 5 mina 7500 g

retirer 'EtOH

sécher le culot d’ARN

redissoudre le culot dans de ’eau RNase free

Doser au spectrophotomeétre. Déposer sur un gel d’agarose 1%, TBE 0,5X pour vérifier

I'intégrité des ARN. Si plusieurs extractions sont réalisées pour une méme expérience, déposer

la méme quantité (0,5pg) de chaque ARN sur le gel d’agarose pour vérifier également le

dosage.
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